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ANNALES 


DE 


L'INSTITUT PASTEUR 


EMILE MARCHOUX 


(1862-1943) 


Moins de six mois aprés la disparition de Yersin, la mort 

_d’Emile Marchoux met de nouveau en deuil la Maison de Pasteur, 

par la perte de l’un des derniers Pastoriens de la grande et féconde 
époque. 

Né a Saint-Amant-de-Boixe (Charente), le 24 mars 1862, Emile 
Marchoux a succombé a Paris le 19 aodt dernier. 

Il fit ses études médicales a Paris et il soutint sa thése de doc- 
torat en médecine en 1887. Elle avait pour objet : l’Histoire des 
épidémies de fiévre typhoide dans les Troupes de la Marine a 
Lorient. . 

C’ était ’époque out la France reconstituait son domaine colonial 
par la conquéte du Tonkin, de Madagascar et de |’Afrique noire. 

- Marchoux, malgré les risques de maladie auxquels il allait 
s’exposer, décida d’entrer dans le Corps des médecins de la 
Marine. Peu de temps aprés, en 1890, il opta pour le Corps de 
santé colonial qui venait d’étre créé. 

Marchoux fit d’abord campagne au Dahomey dont la France 
poursuivait la pacification, puis en Cochinchine ow il fut chargé 
d’un service de vaccine. C’est a son retour d’Indochine, qu’en 
mai 1893, il se présenta a |’Institut Pasteur. Il fut recu par le 
Maitre lui-méme, heureux d’accueillir de jeunes médecins  dis- 
posés a aller appliquer sur place, 4 |’étude des maladies des pays 
chauds, les méthodes qui lui avaient permis d’apporter tant de 
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lumiére a l’étiologie de nombre de maladies humaines et animales 
sévissant dans les régions tempérées. 

Apres avoir suivi les legons magistrales d’Emile Roux, Mar- , 
choux fut admis dans lee laboratoire méme du premier disciple 
de Pasteur. C’est la que, le premier, il réussit la préparation 
d’un sérum antimicrobien : le sérum anticharbonneux. 

A la fin de son stage a l'Institut Pasteur, il fut chargé d’aller 
créer, en février 1896, A Saint-Louis du Sénégal, le premier labo- 
ratoire africain de microbiologie. 

A cette époque, la pathologie africaine était pleine d’inconnues. 
On avait tendance a rapporter au paludisme toutes les affections 
fébriles dont on ne pouvait poser le diagnostic. Les travaux de 
Carlos Finlay sur la transmission de la fiévre jaune par les mous- 
tiques n’élaient connus que d’un nombre infime de médecins qui, 
du reste, n’en saisissaient pas importance. On discutait toujours 
sur le role pathogéne de l’Amibe découverte par Loesch. On ne 
soupconnait pas l’importance de la pneumonie dans la pathologie 
de la race noire. Les fiévres récurrentes a tiques étaient encore 
a découvrir. On ne savait rien de l’étiologie de la maladie du 
sommeil et du pian. 

Marchoux entreprit d’abord l'étude du paludisme. Plus de 
quinze ans aprés la découverte de Laveran, |’existence de |’héma- 
tozoaire était encore contestée par nombre de médecins, décon- 
certés par les aspects multiples et si différents les uns des autres 
sous lesquels ce parasite se présente : formes flagellées, corps 
en rosaces, corps en croissants. Marchoux décrivit le cycle schi- 
zogonique de |’hématozoaire que l’on rencontre au Sénégal 
Plasmodium falciparum. Son mémoire, paru dans ces Annales en 
1897, est la premiére étude microscopique de l’hémotozoaire faite 
aux pays chauds. 

Vers cette époque, Marchoux fit une observation des plus inté- 
ressantes -: indépendamment de Mac Callum, examinant au micro- 
scope |’Halteridium du pigeon, il assista au phénoméne de fécon- 
dation de l’élément femelle par élément male de cet hémato- 
zoaire. 

En juillet 1898, une épidémie de dysenterie ayant sévi sur les 
troupes de la garnison de Saint-Louis, Marchoux put démontrer 
qu’elle était de nature amibienne. I] provoqua chez le jeune chat, 
par inoculation rectale de selles humaines muco-sanguinolentes, 
une dysenterie expérimentale typique et il put réaliser de chat 
a chat 20 passages en série. Ce qui fait l’intérét de ces recherches, 
e’est qu’en 1898 le réle pathogéne de l’Amibe était mis en doute 
par de nombreux médecins. Ce n’est qu’en 1903 que Schaudinn 
démontra la spécificité des Entamibes humaines. Les expériences 
de Marchoux marquent donc une date dans l’histoire de l’amibiase. 

A Saint-Louis du Sénégal on observait fréquemment, chez les 
Européens, des affections fébriles intestinales que ]’on rapportait 
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- au paludisme et que l’on désignait sous le nom de fiévres rémit- 
tentes palustres. Marchoux démonira qu'il s’agissait, en réalité, 
de fiévres paratyphoides. Pour établir le diagnostic de ces infec- 
tions, le premier il eut l’idée de recourir a l’hémoculture. 


Marchoux étudia encore la pneumococcie qui prend chaque prin- | 


_ temps, au Sénégal, l’allure d’un fléau pour les Noirs dont l’hygiéne 
est déplorable et qui ne savent pas se défendre contre le froid. La 
_ pneumonie franche est relativement rare. La maladie affecte le plus 
souvent une marche envahissante et peut atteindre toutes les séreuses. 
La méningite cérébro-spinale est particuligrement commune. 

Aprés un séjour si fructueux au Sénégal, Marchoux rentra en 
- France, en aodt 1899. L’année suivante, en avril 1900, une sévére 
_€pidémie de fiévre jaune, qui se prolongea jusqu’en février 1901, 
éclata au Sénégal, jetant la consternation dans le milieu colonial 
car on était complétement désarmé contre le fléau. L’ignorance 

était telle que, pour échapper aux soi-disant funestes effluves 
_ émanant des marais, considérés par beaucoup de médecins comme 
_ la cause de la fiévre jaune, les habitants, dans l’espoir de respirer 
un air pur, passaient Ja nuit sur la terrasse de leurs habitations, 
s’exposant ainsi aux piqdres des Stegomyia qui pullulaient. 

Au moment out l’épidémie du Sénégal s’éteignait, en février 
- 1901, une retentissante Communication faisait connaitre au monde 
savant qu’une Mission américaine, étudiant la fiévre jaune 4 
La Havane, avait démontré que le virus de cette maladie existait 
dans le sang des malades et qu’il était transmis du malade a 
Vhomme sain par l’intermédiaire d’un moustique particulier : le 
- Stegomyia fasciata. Les résultats annoncés par les médecins amé- 

ricains apportaient une confirmation éclatante aux travaux ignorés 
- ou méconnus de Carlos Finlay qui, prés de vingt ans auparavant, 

avait découvert le réle du moustique dans la transmission de la 
_ fiévre jaune. 

Cette notion étiologique était d’une telle importance au point 
de vue de la prophylaxie, que le Ministre des Colonies, d’accord 
avec l'Institut Pasteur, décida d’envoyer une Mission francaise 
au Brésil. Elle fut composée d’Emile Marchoux, d’Alexandre 
Salimbeni et de Paul Simond. 

La Mission arriva a Rio-de-Janeiro en novembre 1901 et elle 
y poursuivit ses recherches pendant quatre ans. Elle établit que 
le virus amaril prend place parmi les microbes les plus petits 
car il passe A travers la bougie Chamberland B. Elle démontra 
que la virulence du sang disparait a partir du quatriéme jour 
de la maladie. Elle étudia le pouvoir préventif et curatif du sérum 
de malades et de convalescents, a l’état frais, aprés chauffage a 
- diverses températures et aprés filtration sur bougie Berkefeld. 

Fait important, elle montra que la multiplication du virus chez 
le Sieqomyia est fonction de la température. La Mission compléta 
ges recherches par l’étude de la biologie du Stegomyia fasciata 


4 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


et son comportement dans la nature. S’inspirant des notions © 


acquises sur le. mode de transmission du virus amaril et sur les 
moeurs des moustiques, notions dont beaucoup avaient été acquises 
ou précisées par la Mission frangaise, la ville de Rio-de-Janeiro 
organisa sa défense contre la fiévre jaune. Quelques années plus 
tard, la capitale du Brésil était débarrassée du fléau amaril. Le 
Gouvernement brésilien voulant marquer sa reconnaissance a la 
Mission francaise, adressa, en 1927, une invitation & Marchoux 
pour venir recevoir le titre de Citoyen d’honneur de Rio-de- 
Janeiro, distinction dont Marchoux était justement fier. 

C’est en 1905, au retour de sa Mission au Brésil, que Marchoux 
décida de quitter le Corps de santé colonial pour entrer dans les 
cadres de |’Institut Pasteur comme chef du Service de micro- 
biologie tropicale. Aprés une installation provisoire dans un des 
laboratoires de Metchnikoff il alla occuper des piéces mises A sa 
disposition dans le Pavillon colonial que Laveran avait fait amé- 
nager. 

C'est dans ce Pavillon, consacré plus particuliérement a ]’étude 
des protozoaires et des bactéries, agents des maladies tropicales 
qu’Emile Marchoux, a cété de Félix Mesnil, va travailler presque 
jusqu’a la veille de sa mort. 

L’attention de Marchoux se porta sur de nombreux sujets, mais 
i] en est deux auxquels il s’est particuliérement attaché : la spiro- 
chétose des poules et la lépre. 

C’est au Brésil que Marchoux, en collaboration avec Salimbeni, 
commenca l'étude d’une maladie qui faisait de grands ravages 
chez les volailles. Il constata qu’elle était due a un spirochéte : 
Spirochzxta gallinarum, transmis de poule malade a poule saine 
par l’intermédiaire d’une tique : Argas persicus. 

Ce qui fait l’intérét de cette découverte, c’est que la spirochétose 
des poules est le premier exemple d’une maladie sanguine trans- 
mise par une tique. Marchoux ayant rapporté le virus de Rio a 
Paris put étudier dans son laboratoire la biologie du parasite dans 
tous ses détails et notamment son cycle chez l’argas et son mode 
de transmission. Il associa & ses recherches L. Couvy et V. Chorine. 

Mais c’est la lépre qui fut le sujet de prédilection de Marchoux. 
Devant lV impossibilité de cultiver le bacille de Hansen et de l’ino- 
culer aux animaux, i] eut lidée, pour acquérir une connaissance 
plus approfondie de la lépre humaine, de s’adresser au rat d’égout 
qui présente une infection tout a fait analogue a la maladie de 
Hansen : la maladie de Stefansky. Marchoux a pu établir que la 
peau constitue une barriére infranchissable au bacille mais que 


la moindre lésion superficielle lui ouvre une porte d’entrée. Les | 


muqueuses saines : oculaire, buccale, rectale sont perméables. 
Au point de pénétration des bacilles, pas plus sur la peau que 
sur les muqueuses, i] ne se produit de chancre d’inoculation. Tout 
ce que nous savons de la lépre humaine concordant avec ce que 
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lui avait appris l’étude de la lépre murine, Marchoux estimait 
qu il n’est pas injustifié d’appliquer a la maladie de Hansen les 
mémes conclusions auxquelles il était arrivé pour la maladie de 
- Stefansky. 
Parti de ces notions que la lépre a une évolution plus lente 
que la tuberculose et que le bacille de Hansen se transmet moins 
- facilement que le bacille de Koch, Marchoux se fit le défenseur 
d'une prophylaxie antilépreuse orientée dans un sens plus libéral 
_ et plus humain que jadis. Les lépreux devaient étre traités avec 
les mémes égards que les tuberculeux. Les léprologues se rallié- 
‘rent aux vues de Marchoux et, sanctionnant son autorité dans la 
matiére, ils l’appelérent en 1938 4 la présidence du Congrés inter- 
national de la lépre, au Caire, a la suite duquel il fut élu Président 
de |’Association internationale de la lépre. 
C’est en s’inspirant des vues de Marchoux que fut édifié en plein 
coeur de |’Afrique occidentale, 4 Bamako, capitale du Soudan 
francais, l'Institut central de la lépre, inauguré en janvier 1935. 


Marchoux s’occupa beaucoup de la prophylaxie du paludisme. 


Sa compétence le fit choisir comme Membre expert pour cette 
maladie dans la Section d’hygiéne de la Société des Nations. Dans 

le domaine de l’hygiéne, il a tenu une place importante dans notre 
pays. Il était Membre du Conseil supérieur d’hygiéne. 

- Marchoux avait été élu Membre de l’Académie de médecine en 

1925 ; il avait été l’un des fondateurs de la Société de pathologie 

- exotique dont il devint par la suite Président. I] avait été aussi 
Président de Académie des Sciences coloniales. I] était Grand 
officier de la Légion d@honneur. 

I] est deux OEuvres dont il fut le fondateur et auquel il donna 
tous ses soins : la Société de hygiéne par l’Exemple, dont le 
but est d’inculquer a l’enfant, dés lécole, des notions d’hygiéne 

- élémentaire et de propreté et la Fondation Emile Roux, qui 
accorde des bourses aux jeunes gens qui se sentent doués pour la 
- recherche scientifique et qui ont ainsi Ja possibilité de se révéler. 
Lorsqu’en mars 1937 Marchoux vint 4 Dakar pour inaugurer 
‘Jes nouveaux laboratoires de 1|’Institut Pasteur de l’ Afrique occi- 
dentale francaise, il put constater que, si le petit laboratoire de 
Hopital Saint-Louis avait grandi, d’autres prodiges s’étaient 
réalisés. 

En février 1896, quand i] accosta les rivages du Sénégal, il dut 
se souvenir de la lecon d’ouverture du Cours de pathologie 
exotique du Professeur Mahé, a |’Ecole de Médecine navale de 
Brest. S’adressant aux futurs Médecins de Ja Marine destinés a 

. servir outre-mer, celui-ci leur disait : « La-bas, sur les rives 
~ empestées de ]’Atlantique, vous rencontrerez le redoutable sphinx 
de la malaria, pernicieux Protée, le masque jaune du vomito 
negro..., défiez-vous, de la terre et des eaux s’exhale un souffle 
empoisonné... » 


~ 
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En mars 1937, Marchoux pouvait mesurer le chemin “qui avait | 
été parcouru grace a I’ application des méthodes pastoriennes, Les — 


fléaux qui faisaient tant de victimes et qui s’opposaient a la mise 
en valeur des terres des pays chauds étaient maitrisés ou vaincus. 

Marchoux, le premier Pastorien africain, avait participé pour 
une large part aux merveilleuses conquétes réalisées par la patho- 
logie exotique dans un court espace de temps. Il se souvenait avec 
émotion de l’accueil que lui avait fait le Maitre cinquante ans 


plus tot et il pouvait se dire qu’il avait répondu aux espoirs que — 


Pasteur avait mis en lui. 

Marchoux était profondément imprégné de la tradition pasto- 
rienne libérale et désintéressée. I] avait conservé la plus vive 
affection a Albert Calmette qui, jadis, en Cochinchine, en avait 


vénération. A tous ses Collégues il réservait toujours l’accueil 
le plus courtois et le plus affable. Il était particuliérement bien- 


- fait un adepte de la science nouvelle. I] avait voué 4 Emile Roux, ° 
le Maitre incomparable, qui fut son initiateur, la plus grande — 


veillant & l’égard des jeunes travailleurs pour lesquels il n’était — 


avare ni de son temps, ni de ses conseils. 
Dans cette Maison a laquelle il était si fortement attaché, nous 
conserverons pieusement son souvenir et, au nom de tous les 


Pastoriens, nous adressons 4 Madame Marchoux, qui avait le 


culte le plus profond pour son mari, l"hommage de nos sentiments 
respectueux et attristés. 


{ 
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ETUDE QUANTITATIVE DU SYSTEME PRECIPITANT 
OVALBUMINE-ANTICORPS HOMOLOGUE DE LAPIN 


Il. — SOLUBILITE DES PRECIPITES SPECIFIQUES 
DANS UNE SOLUTION SALINE CONCENTREE 


par J. OUDIN et P GRABAR ('). 


(Institut Pasteur.) 


La concentration saline que l’on emploie dans les réactions de 
précipitation spécifique : pour la dilution éventuelle des réactifs, 
pour le lavage des précipités... est généralement la concentration 


dite physiologique de \chlorure de sodium, c’est-a-dire 0,85 ou 


0,9 p. 100. On sait en effet depuis longtemps que la concentration 
en sel n’est pas sans action sur la marche et sur les résultats des 


- réactions de précipitation et d’agglutination spécifiques. 


Downs et Gottlieb [41], 4 la suite d’une étude qualitative de la 


réaction antigéne-anticorps en présence de divers sels en solutions 
_ concentrées, concluent que tous les sels étudiés par eux inhibent 


complétement, a la concentration moléculaire, la formation de 


“précipités ovalbumine-anticorps homologue de lapin, mais que les 


_précipités formés dans les conditions habituelles et lavés dans 
une solution titrée d’un sel donné ne sont pas solubles dans une 
* solution moléculaire de sel, méme si ce sel inhibe la précipitation. 


Par la suite, d’autres auteurs ont soumis l’action des solutions 
salines concentrées sur la précipitation a des mesures quanti- 
tatives. Heidelberger, Kendall et Teorell [6] observent ainsi une 


‘diminution de la quantité de précipité polyoside pneumococ- 


cique IIJ-anticorps homologue de cheval par l’augmentation de 
la concentration saline, alors que les variations de cette concen- 
tration laissent relativement insensible la réaction ovalbumine- 
anticorps de lapin. Marrack et Héllering [7] ont, eux aussi, étudié 
par des méthodes quantitatives l’inhibition de la précipitation de 


_ divers systémes par les sels en solution concentrée. De méme que 

Heidelberger, Kendall et Teorell, que Heidelberger et Kabat (41, 
- Marrack et Hollering attribuent en général dans cette inhibition 
un role partiel ou nul a la solubilité, et le principal réle a une 


@) Mémoire présenté a la séance du 4 février 1943 de l’Association 


des Microbiologistes de Langue Frangaise. 
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modification des proportions dans lesquelles s’unissent l’antigene 
et l’anticorps, une méme quantité d’antigéne se combinant a une 
plus faible quantité d’anticorps. Ils observent en effet avec le 
systéme ovalbumine-acide azophényl arsinique-antisérum de lapin 
que si le précipité est diminué, la quantité d’antigéne dans le pré- 
cipité ne l’est pas. , ; 

Bien que Heidelberger et Kendall [5] et Heidelberger et Kabat 
aient utilisé l’action des solutions concentrées de sel sur les préci- 
pités et agglutinats spécifiques pour préparer des anticorps purs, 
personne jusqu’ici, 4 notre connaissance, n’a étudié quantitati- 
vement l’action des solutions salines concentrées sur les précipités 
spécifiques formés dans les conditions habituelles de salinité. Nous 
avons entrepris cette étude en vue de contrdler s’il existait ou 
s'il n’existait pas une relation entre les proportions d’ovalbumine 
et d’anticorps homologue dans un mélange précipitant d’une part, 
et la quantité susceptible d’étre extraite par les solutions concen- 
trées de sel d’autre part. La consommation de quantités impor- 
tantes de sérum nécessitée par ces mesures quantitatives nom- 
breuses nous a obligés A nous limiter ensuite A une bréve étude 
de la précipitation des mémes réactifs en présence de solution 
concentrée de chlorure de sodium. 


I. — So.Lusinirh pU PRECIPITE EN MILIEU SALIN CONCENTRE. 


Tecunigue. — Le sérum et l’antigéne sont les mémes que dans 1’étude 
précédente [3] ; on y trouvera la courbe de précipitation (courbe C, 
fig. 2) et les résultats des épreuves des surnageants. Pour chacune des 
proportions étudiées d’antigéne et d’anticorps, on fait A froid (0°-4° C) 
dans chaque tube le mélange d’un volume constant de sérum avec 
la dilution convenable d’ovalbumine et la quantité de solution physio- 
logique nécessaire pour amener A un volume constant. On centrifuge 
et on lave deux fois a froid avec 2c c. de la méme solution de NaCl a 
0,85 p. 100. Les deux lavages suivants sont faits & la température du 
laboratoire : deux tubes de chaque essai sont lavés deux fois encore 
avec 2 c. c. de solution d 0,85 p. 100 et les autres tubes de chaque essai 
sont lavés deux fois avec 2 c. c. d’une solution de NaCl dont la concen- 
tration est indiquée sur les tableaux. L’azote du précipité restant est 


dosé par la méme technique que précédemment (micro Kjeldahl] légé- 
rement modifié). 


Une premiére comparaison est faite entre les poids de préci- 
pités restant aprés lavage par NaCl a diverses concentrations 
(tableau I) et ceci pour trois points situés dans les zones d’équi- 
valence ou d’excés d’anticorps. 

Les résultats du tableau I montrent que le poids le plus faible 
de précipité est obtenu aprés lavage par la solution A 15 p. 100 
et que c’est donc elle qui en dissout la plus grande partie. 

Nous avons pour cette raison choisi la concentration de 15 p. 100 
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TABLEAU I. — Influence de la concentration en NaCl 
des liquides de lavage sur le poids final du précipité. 


POIDS D’AZOTR, EN y, 
des précipités lavés 4 fois, 
les 3¢ et 4° lavages étant faits 
dans des solutions de NaCl a : 


0,85 p. 100 | 7,5 p. 100] 15 p. 100 | 25 p. 100 


Essai n° 4 (voir tableau Il). . . 423 99 83 403 
: 429 95 83 409 

HisSate nc opener yi hs. it 493 427 445 145 
475 133 449 447 

BISSAU Gow utr wi ne aosceeseree A 4187 439 409 169 
183 M44 99 475 


pour toute la suite du travail dans lequel on a fait pour chaque 
essal 4 tubes traités comme il est indiqué plus haut. Nous avons 
titré, outre l’azote des précipités, l’azote de certains des liquides 
de lavage. Un tel titrage est naturellement imprécis puisqu’il 
néglige la quantité de liquide de lavage restée dans le tube; il 
nous parait cependant suffisant pour permettre de comparer des 
ordres de grandeur, la quantité perdue étant grossiérement pro- 
portionnelle a la quantité titrée. 

Quelques-uns des liquides de lavage, choisis parmi les plus 
riches en azote ont été dialysés contre de la solution de NaCl a 
0,85 p. 100, puis centrifugés et additionnés d’une trace d’antigéne 
en vue d’y déceler par précipitation la présence d’anticorps libérés. 


Résuttats (tableau II). — Lorsqu’aprés deux lavages a froid 
par de la solution a 0,85 p. 100 un précipité spécifique est soumis 
comparativement, a la température du laboratoire, 4 deux lavages 
successifs, d’une part avec une solution 4 0,85 p. 100, d’autre part 
avec une solution a 15 p. 100, la comparaison des résultats des 
dosages d’azote permet de remarquer 

1° Que si les troisiéme et quatriéme lavages sont faits avec la 
solution diluée de sel (0,85 p. 100), les poids d’azote qu’ils dissol- 
vent sont du méme ordre de grandeur (respectivement 16,7 y et 
12,4 y en moyenne). ; 

2° Que si les troisiéme et quatriéme lavages sont faits avec la 
solution concentrée (15 p. 100), le poids d’azote du troisi¢me 
lavage (53,5 7 en moyenne) est considérablement plus élevé que 
celui du quartiéme lavage, ce dernier étant du méme ordre de 

- grandeur que l’azote des lavages par la solution diluée (14 y en 
moyenne). 


~ 
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TABLEAU II. 


AZOTE 
du précipité 
Poids 
(milliémes 
de mg.) 


AZOTE TITRE 


dans les lavages 


NUMERO DE L’ESSAI 
AZLOTE DE L’ANTIGENE 
Poids (milliémes de mg.) 
DIFFERENCE 
_(moyeane) 
POURCENTAGE DE PRECIPITE 
dissous par NaCl 
15 p. 100 


apres 4 lavages 
dans NaCl 
0,85 p. 100 
aprés 2 lavages 
0,85 p. 100 
et 2 lavages 
15 p. 100 
3° lavage 
0,85 p. 100 
4° lavage 
0,85 p 100 


En outre, si au lieu d’effectuer les troisiéme et quatriéme lavages 
par 2c. c. de solution a 15 p. 100, on les fait dans 4 c. c., les 
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chiffres d’azote dissous et d’azote restant ne sont pas considéra- 
blement modifiés, comme on peut le voir ci-dessous au tableau III, 


Tasieau Il], — Influence du volume du liquide de lavage. 


AZOTE DU PRKCIPITE AZOTE TITRE 
NUMERO aprés 3° et 4° lavages dans !es 3° lavages 


de l'essai 


La quantité de précipité dissous n’est donc pas proportionnelle 
au volume du solvant. 
- De ces constatations, on peut déduire : 

1° Que la quantité de précipité (d’un ordre de grandeur grossié- 
rement constant) dissoute 4 chaque lavage par la solution diluée 
semble déterminée par la saturation du solvant. 

2° Que la solution concentrée dissout une fraction du précipité 
qui est insoluble (ou trés peu soluble) dans la solution diluée ; 
qu’un seul lavage suffit pour dissoudre: cette fraction, la fraction 
restante ne se dissolvant pas plus dans la solution concentrée que 
le précipité total ne se dissout dans la solution diluée. En d’autres 
termes, le précipité spécifique ne serait pas homogéne et ce trai- 
tement permetirait de le fractionner én deux parties, l’une trés 
soluble dans la solution concentrée puisqu’elle s’y dissout en tota- 
lité ou presque, dés le premier contact, l’autre relativement peu 

. soluble dans la solution concentrée. 

Si maintenant on étudie les chiffres donnés par les titrages des 
précipités aprés lavage, on voit que, quelles que soient les propor- 
tions respectives d’antigéne et d’anticorps, quelle que soit la.zone 
dans laquelle on se trouve, le poids de précipité lavé dans la solu- 
tion concentrée est inférieur de 20 p. 100 a 50 p. 100 a celui du 
précipité lavé dans la solution diluée, sans qu’on puisse établir 
une relation bien nette entre les différentes zones et les variations 
irréguliéres du pourcentage dissous. Bien que les chiffres expéri- 
mentaux trouvés en double concordent presque toujours d’une fagon 
satisfaisante d’un double a l’autre, les poids de précipité lavé par 
la solution concentrée n’ont pas toujours concordé lorsque nous 
avons refait en totalité pour une proportion considérée d’antigéne 
et d’anticorps les quatre titrages d’un méme essai. Ces discor- 
dances, comme les variations irréguliéres du pourcentage dissous, 
sont probablement dues a des conditions d’expérience qui nous 
ont échappé et qui sans doute se prétent mal a la standardisation 
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(mélange des réactifs et désagrégation du précipité par agitation 
a Ja main, etc.). 

La dialyse contre une solution a 0,85 p. 100 de NaCl des eaux 
de lavage par la solution a 15 p. 100, les plus riches en substances 
dissoutes provenant du précipité, provoque d’abord une précipi- 
tation; on débarrasse le dialysat de ce précipité par centrifu- 
gation ; si le précipité spécifique d’ou ]’on est parti a été formé 
dans la zone d’excés d’anticorps, le dialysat ainsi clarifié préci- 
pite avec une trace d’antigéne. Puisque, en général, on n’admet 
pas l’existence de composés solubles avec excés d’anticorps, 11 
s’agirait ici d’une libération d’anticorps purs. Cette technique est 
du reste celle qui a été mise en ceuvre par Heidelberger et Ken- 
dall pour préparer des anticorps antipneumococciques dans un 
état voisin de la pureté. 


II. — Pr&crirrTaATION EN MILIEU SALIN CONCENTRE. 


TecuniqguE. — A 0,5 c. c. d’immunsérum on ajoute 1,5 c. c. de solu- 
tion de chlorure de sodium a 25 p. 100. On mélange, on ajoute 0,5 c. c. 
de dilution convenable d’ovalbumine contenant 0,85 p. 100 de chlo- 
rure de sodium. On mélange. La concentration finale en chlorure de 
sodium ‘est d’environ 15 p. 100. On lave deux fois par une solution 
de NaCl a 15 p. 100. 


Résuttats. — La précipitation est lente, un trouble commence 
a apparaitre au bout d’une ou deux heures pour des proportions 
d’antigéne et d’anticorps qui dans les conditions habituelles pré- 
cipitent immédiatement. En outre, l’inhibition est totale et le 


TasLeau 1V. — Influence de la concentration saline 
dans le mélange précipitant. 


POIDS D’AZOTE DES PRECIPITES (MILLIRMES DE MG.) 


Précipités formés Précipités formés 


dans les conditions habituelles en présence 
NUMERO Moyenne des poids pour 1 c.c. de sérum| 4¢ 15 Dae de NaCl 
rdro 
de grandeur (1) 
aprés 2 lavages NaCl pour 1 ¢.c, 
aprés 4 lavages NaCl 0,85 p. 100 de sérum aprés 
0,85 p. 100 + 2 lavages NaCl 2 lavages NaCl 
15 p. 100 15 p. 100 


—_——_ +. 


133,5 89 Eny. 88 

203 423 Eny. 88 

eres 243 438 Env. 76 

A ec oye 442 96 0 


OO .. OO - -'-—-—-—-—- OO 


(1) Les titrages n’ont pu étre faits en double et ont donné does chitlres faibles : la 
moitié des chiflres indiqués ci-dessus (0,5 c.c. de sérum au lieu de 1 c.C.), clest pourquoi 
nous ne considérons ces résultats que comme des ordres de grandeur. 
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précipité inexistant pour un excés d’antigéne relativement faible 
puisque dans les conditions habituelles le méme exces d’antigéne 
donne encore avec le sérum un précipité légérement supérieur a 
la moitié du précipité maximum. Un dosage de Vazote des préci- 
pités lavés deux fois par une solution de sel a 15 p- 100 nous 
a montré de plus que pour les mémes proportions ils sont beau- 
coup moins importants en quantité que les précipités formés dans 
les conditions habituelles (tableau IV). 


* 
* ¥ 


Comme on vient de le voir, la précipitation en milieu salin 
concentré nous a donné des résultats qui ne sont en accord ni 
avec ceux de Downs et Gottlieb, puisque dans leurs expériences 
la précipitation de l’ovalbumine a été complétement inhibée par 
une concentration moindre de chlorure de sodium, ni avec ceux 
de Heidelberger, Kendall et Teorell, puisque ces derniers ont 
trouvé la réaction de précipitation ovalbumine-anticorps relati- 
vement insensible aux variations de concentration en chlorure de 
sodium. I] est vrai qu’ils ont employé, eux aussi, des concentra- 
tions de chlorure de sodium inférieures a 15 p. 100. Mais nous 
pensons que la contradiction entre leurs résultats et les nétres est 
plutot due a des différences dans le degré d’immunisation des 
animaux : le sérum utilisé par ces auteurs était celui d’un lapin 
soumis a une hyperimmunisation de plusieurs mois, tandis que 
immunisation de nos animaux n’a duré que trois semaines (1). 

D’ailleurs, si dans les expériences de Heidelberger, Kendall et 
Teorell la précipitation du systéme ovalbumine-anticorps s’est 
montrée peu modifiée par l’action des solutions concentrées de 
. sel, il n’en a pas été de méme du systéme polysaccharide pneu- 
mococcique IIl-anticorps homologue de cheval. Marrack et Hdl- 
lering ont eux aussi observé dans ces conditions des modifications 
de la précipitation de plusieurs systemes. Pour la plupart des 
systémes qu’ils ont étudiés, ces différents auteurs ne considérent 
pas les modifications observées comme dues a une augmentation 
de la solubilité du précipité. Nous ne pouvons admettre, nous non 
plus, que la solubilité soit responsable de l’absence de précipité 
que l’on observe en milieu salin concentré pour un certain exces 
d’antigéne (tableau IV, n° 12). S’il en était ainsi, le précipité 
formé dans les conditions habituelles de salinité et pour les 
mémes proportions d’antigéne et d’anticorps devrait se dissoudre 


(1) Dans un mémoire antérieur [2], l’un de nous signale avoir 
observé, au cours d’expériences faites dans le laboratoire de M. Heidel- 
berger, l’absence de libération d’anticorps anti-ovalbumine sous 1l’action 
de solutions salines concentrées. La raison de cette divergence est peut- 
étre la méme que celle mentionnée ci-dessus. 5; 


aA 
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entiérement dans l’eau salée a 15 p. 100; or il s’en dissout a 
peine un tiers. ; 

Nous avons indiqué a la discussion des résultats qu’une partie 
du précipité formé dans les conditions habituelles de salinité 
paraissait soluble dans l’eau salée a 15 p. 100, le reste étant 
insoluble ou en tout cas beaucoup moins soluble. Dans notre 
précédent mémoire [8], nous avions fait des remarques analogues 
sur les composés hydro-solubles de la zone d’inhibition, les uns 
étant précipités par l’alcool & 20 p. 100 et les autres ne |’étant 
pas dans les mémes conditions de température. On peut se 
demander si, dans un cas comme dans |’autre, ces différences de 
solubilité ne sont pas simplement liées a des différences dans la 
composition ou dans la structure des complexes qui se forment 
au cours de la réaction de l’antigéne avec l’anticorps. 


CoNCLUSIONS. 


1° Le précipité spécifique ovalbumine-anticorps homologue de 
lapin préalablement lavé par une solution de chlorure de sodium 
a 0,85 p. 100 et traité ensuite par une solution 4a 15 p. 100 se 
laisse partiellement dissoudre par cette solution. 

2° La comparaison des poids de précipité obtenus apres trai- 
tement par des solutions de chlorure de sodium aux concentra- 
tions de 0,85, 7,5, 15 et 25 p. 100 montre que la concentration la 
plus active est celle de 15 p. 100 et aprés elle celle de 7,5 p. 100, 
la solution A 25 p. 100 dissolvant une plus petite proportion de 
précipité que les deux précédentes. 

3° Si l’on répéte le traitement par la solution A 15 p. 100, le 
précipité ne continue pas a. s’y dissoudre ou tout au moins ne 
s’y dissout plus que dans une proportion trés inférieure a celle 
qui a été dissoute par le premier traitement. 

4° Ces faits donnent a penser qu’une partie seulement du préci- 
pité spécifique est soluble dans Veau salée 4 15 p. 100, l'autre 
partie étant insoluble ou beaucoup moins soluble. 

5° La solution obtenue par lavage d’un précipité formé en pré- 
sence d’un excés d’anticorps, dialysée puis centrifugée, précipite 
par addition d’une trace d’antigéne. 

6° L’inhibition partielle ou totale de précipitation, que l’on 
observe a |’équivalence et dans la zone d’excés d’antigéne quand 
on mélange l’antigéne et l’anticorps dans un milieu ayant une 
concentration finale de 15 p. 100 de chlorure de sodium, n’est pas 
due, ou n’est que partiellement due a la solubilité des composés 
antigéne-anticorps en milieu salin concentré. 
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RECHERCHES IMMUNOCHIMIQUES 
SUR LA BACTERIDIE CHARBONNEUSE 


I. — LE LIQUIDE D’CEDEME DE COBAYE ET LES POLYOSIDES (°) 


par Anng-Mariz STAUB et Pizrrr GRABAR. 


(Institut Pasteur.) 


A Vétude de toute espéce microbienne pathogéne ‘s’attachent 
deux problémes fondamentaux : |’immunisation active acquise par 
la vaccination, l’immunisation passive octroyée par l’immunsérum. 

Plus que pour nulle autre espéce bactérienne, la premiére ques- 
tion s’est posée avec B. anthracis. Est-i] possible d’immuniser 
avec des bacilles tués ou des extraits bacillaires ? Du long et si 
documenté exposé de Sobernheim [47], il ressort les points sul- 
vants : 

1° Un filtrat de culture n’est jamais immunisant. 

2° Une culture tuée par la chaleur ne peut jamais immuniser. 

83° Les corps bacillaires tués par les antiseptiques : eucalyptus 
(de Christmas [48]), alcool-éther (Staub et Forgeot [18, 25]), formol 
(Bujwid [48]) et autres non spécifiés (Reichel et Schneider [44)]) 
peuvent immuniser des cobayes, des lapins ou des moutons a 
condition que lépreuve soit peu sévére (cultures atténuées ; 
cultures virulentes — une dose minima mortelle ou parfois méme 
ne tuant que 80 p. 100 des témoins). La vaccination devient plus 
efficace lorsque la culture tuée par le formol est additionnée de 
substances adjuvantes : bouillon tapioca (Combiesco [48]), bouillon 
gélosé aluné (Ramon, Boivin et. Richou [48)). 

4° Quelques auteurs ont cru pouvoir extraire des bacilles des 
alealoides, des nucléoprotéides ou des polyosides doués d’une 
action immunisante, mais ces résultats n’ont pas pu étre confirmés 
et restent sujets a caution. 

5° Les extraits d’organes ou le liquide d’cedéme des animaux 
charbonneux sont immunisants aprés stérilisation par filtration 
ou par un antiseptique. Ils perdent cette propriété apres chauffage. 

Il semblerait donc que la substance immunisante du B. anthracis 
se trouve a l’intérieur de la bactéridie, qu’elle se forme dans les 
conditions de cultures in vitro contrairement A ce que voudraient 


(*) Mémoire présenté A Ja séance du 3 juin 1948 de l’Association des 
Microbiologistes de Langue Frangaise. 
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les partisans de l’immunisation au moyen d’une agressine, fabri- 
quée au sein de ]’organisme ; enfin, qu’il s’agisse d’un complexe 
thermolabile, peut-étre de nature protéidique, rapidement dissocié 
dans l’organisme, puisqu’il est si difficile de vacciner avec les 
bactéries mortes ou les extraits microbiens. 

Quant a l’action protectrice de l’immunsérum anticharbonneux, 
toutes les tentatives faites jusqu’aé présent pour expliquer son méca- 
nisme ont plus ou moins échoué. Nous avons rappelé ces faits, dans 
une note antérieure [5], ou nous avons indiqué la possibilité de 
séparer les anticorps protecteurs et les précipitines d’un méme 
_sérum de cheval. Parmi les euglobulines se trouvent les précipi- 
_ lines, précipitables du sérum par le hapténe capsulaire, de nature 
protidique, et le polyoside d’Ivanovics, mais incapables de pro- 
téger le cobaye contre l’infection charbonneuse. Parmi les pseudo- 
globulines se trouvent les anticorps protecteurs, incapables de 
précipiter les deux hapténes, mais dont l’injection confére aux 
cobayes une certaine protection contre. |’infection charbonneuse. 
-Puisque les anticorps homologues des deux hapténes isolés par 
Ivanovics ne sont pas protecteurs, nous sommes amenés a penser 
qu’aucun de ces constituants de la bactérie ne joue un réle (tout 
au moins le réle principal) dans le mécanisme d’immunisation. 
L’antigéne créateur dans l’organisme des anticorps protecteurs 
_ reste encore inconnu. Les deux problémes en effet de l’immuni- 
_ sation active et passive, vus sous l’angle de nos connaissances 
actuelles en immunologie, reviennent 4 un seul : quels antigénes 
de la bactérie peuvent susciter dans l’organisme les anticorps 
capables de s’opposer A l’invasion microbienne ou de neutraliser 
ses effets sur l’animal ? 

Dans ces conditions, l'étude des antigénes de la bactérie semble 
étre aA la base de tout progrés dans nos connaissances sur le 
- mécanisme de ]’immunisation par B. anthracis. Quelles données 
possédons-nous sur cette question actuellement ? En dehors du 
hapténe capsulaire spécifique de la capsule, identifié par Iva- 
novics et Erdés [44] a un polypeptide de l’acide glutamique, on 
connait, au bacille charbonneux, deux composants immunologique- 
ment actifs : un hapténe de nature glucidique particuliérement 
étudié par Ivanovics [40] et une fraction de nature protéidique, 
appelée généralement « nucléoprotéines ». 


1° Le polyoside. — Immunisant pour Schockaert [15] qui Vextrait 
des organes infectés et des cultures aprés ébullition, ce polyoside ne 
se présente que sous ~ me de hapténe d’aprés tous les autres auteurs, 
qu’on élimine les pro -ides par l’acide acétique 4 chaud (Ionesco [8], 
Combiesco [2]), ou a froid (Sordelli [20], Ivanovics [40]) ou par l’acide 
- trichloracétique (Ionesco [8], Pochon [42]) ; mais rien ne nous permet 
d'affirmer que tous les polyosides ainsi préparés soient identiques, 
aucun essai de précipitation croisée du sérum par Vun ou l’autre de 
ces hapténes n’ayant jamais été tenté. 
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A ces nalyosides correspondent dans le sérum anticharbonneux de 
cheval des anticorps contenus dans la fraction des euglobulines (Sor- 
delli [49], Grabar et Staub [5]). 

2° Les « nucléoprotéines ». — Les auteurs désignent ainsi la fraction 
d’un extrait de B. anthracis insoluble 4 pH 4 environ (1). Ferramola [3] 
y a démontré ’existence d’un nucléoprotéide, dont il a étudié l’acide 
nucléique. 

L’immunisation des animaux de laboratoire, par cette fraction, contre 
Vinfection charbonneuse; donne des résultats variables avec les auteurs. 
Tiberti [48] obtient des résultats positifs tandis que pour Cassendi [418] 
seules des conditions spéciales de culture permettent d’extraire des 
bacilles un nucléoprotéide actif dans |l’immunisation. Injecté a des 
lapins ou a des chevaux, il fait apparaitre dans le sérum des anticorps 
homologues qui ne possédent pas de propriétés protectrices contre |’in- 
fection charbonneuse. 

Dans un sérum précipitant anticharbonneux, on trouve des anticorps 
précipitant cette fraction nucléoprotéidique. D’aprés Pochon [42], la 
précipitation de ces anticorps n’éliminerait pas l’action protectrice du 
sérum pour la souris, bien qu’& premiére vue il semble qu’il y ait 
parallélisme entre l’aptitude du sérum Aa précipiter le nucléoprotéide 
et son action protectrice. Ces anticorps se trouveraient, d’aprés See 
delli [24], parmi les euglobulines du sérum de cheval. 


On voit combien le probleme reste encore obscur sinon com- 
plétement indéterminé, C’est ce qui nous incita a en aborder 
Vétude par une voie nouvelle : l’étude quantitative de la précipi- 
tation du sérum anticharbonneux par les antigénes de B. anthracis. 
Les résultats acquis par cette méthode guident nos essais d’immu- 
nisation poursuivis parallélement et qui feront objet d’un travail 
ultérieur. 

TECHNIQUES, 


1° Précipitation qualitative. — On mélange dans des tubes 4 hémo- 
lyse une dizaine de gouttes du sérum avec quelques gouttes de l’anti- 
gene. On met a la glaciére. On lit les résultats dix-huit a vingt-quatre 
heures plus tard. 

2° Précipitation semi-quantitative ou saturation. — On précipite une 
quantité fixe de sérum (0,5 c. c.) par des quantités variables d’antigéne 
ou de hapténe, ramenées toutes au méme volume par addition de solu- 
tion physiologique. Aprés un séjour de vingt-quatre heures & la gla- 
citre, on centrifuge. Chaque surnageant est alors divisé en deux parties 
égales. On ajoute dans l’une quelques gouttes de sérum, dans l’autre 
quelques gouttes d’antigéne (ou de hapténe). On laisse vingt-quatre 
heures a la glaciére, Les surnageants qui précipitent avec l’antigdne 
contenaient un excés d’antigéne. Cette méthode permet donc de déter- 
miner la quantité d’antigéne qui sature exactement le sérum : le sur- 
nageant d’un tel mélange ne précipite plus ni par l’antigéne, ni par 
le sérum, c’est le point « d’équivalence » ou de « saturation ». 


(1) L’extrait est obtenu soit par simple lavage des bactéries par rae 
physiologique (Sordelli), soit par une extraction plus sérieuse par la 
soude (Tiberti) ou Ja congélation (Pochon). 
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38° Précipitation quantitative : technique de Heidelberger et Ken- 
dall [6]. — Une quantité fixe de sérum (2c. c. ou lc. ¢.) est précipitée 
par des quantités croissantes d’antigéne, les volumes étant tous ramenés 
a une méme valeur par l’addition de solution physiologique, Etant 
donnée la dilution de certaines de nos préparations, nous avons été 
amenés a opérer parfois avec des volumes trés grands (6 c. c. pour lec. c. 
a de sérum). Il se peut que dans cés conditions la solubilité des préci- 
‘pités spécifiques ne soit pas négligeable, comme c’est le cas lorsqu’on 
opere avec des solutions moins diluées. Elle ne doit toutefois pas étre 
bien importante puisque nous avons trouvé sensiblement les mémes 
_cbiffres pour la précipitation du sérum par le méme _ hapténe, soit 
purifié et dissous dans un faible volume, soit présent a une faible 
concentration dans un grand volume de liquide d’cedéme. Aprés séjour 
_ de quarante-huit heures a la glaciére, on centrifuge A froid. On lave 
_ les précipités a froid par de la solution physiologique deux fois. Enfin, 
on dose l’azote de ces précipités par micro-Kjeldahl légérement modifié. 
Le distillat est regu dans une solution saturée d’acide borique qui 
retient l’ammoniaque sans influencer l’indicateur. Celui-ci est un 
mélange de rouge de méthyle et de bleu de méthyléne : rouge violet 
_ en milieu acide, il vire au vert dans un milieu alcalin, la neutralité 
donne une teinte 4 peine jaundtre trés caractéristique et trés sensible. 
On titre directement :par de l’acide chlorhydrique N/70 : 1c. c. corres- 
pond a 0,2 mg. d’azote. La précision du titrage étant de 1/100 de 
centimétre cube on peut titrer 4 2+ pres. 
_ Les dosages permettent d’établir les courbes de précipitation. Celles-ci 
~ sont obtenues en portant en abscisses les quantités d’antigéne utilisées 
et en ordonnées les quantités d’azote dosées dans le précipité spéci- 
fique (ramené 4 2 c. c. de sérum). L’antigéne n’entrant que pour une 
_ trés faible part dans la constitution du précipité spécifique, on peut 
dire que les courbes représentent approximativement le poids d’azote 
des anticorps précipités. Le poids exact peut étre obtenu en défalquant 
l’azote de Vantigéne employé de 1l’azote total précipité (tout au moins 
dans la zone d’excés d’anticorps). 


MATERIEL. . 


1° Souche. — La souche utilisée. » 7 a été obtenue dans le laboratoire 
de M. A. Staub suivant la technique de Stamatin [22] ; elle a gardé 
- son pouvoir cedématogéne et vaccinant bien que son inaptitude a fabri- 

quer des capsules la rende parfaitement avirulente pour le cobaye 
comme pour la. souris. 

Nous avons choisi cette souche 4 cause de son innocuité et surtout 
parce que, ne fabriquant pas de capsule, elle rie posséde pas d’antigéne 
capsulaire. Ce dernier ne semblant pas jouer le role primordial dans 
le mécanisme de l’immunisation charbonneuse (chez le cobaye et. le 
lapin [9]), sa présence ne pourrait que compliquer la précipitation 
si complexe du sérum anticharbonneux par les antigénes de la bacté- 
ridie. Son absence supprime cette complication. Il ne sera donc jamais 
question ni d’antigéne capsulaire, ni des anticorps homologues dans 
ce travail ; ils sont étudiés dans une note séparée [23]. 

2° Liquide d’aedéme. — On injecte 0,5 c. c. d’une culture de vingt- 
quatre heures sous la peau de 10 & 20 cobayes. On recueille, le plus 
stérilement possible, les cedémes formés quarante-huit heures aprés 
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l’injection. Le liquide en est exprimé au moyen d’un broyeur de Borel, 
agité dans un ballon avec des billes de verre et conservé vingt-quatre 
heures A la glaciére. Aprés une longue centrifugation le liquide clair 
est ultrafiltré sur membrane en collodion stérilisante (diamétre moyen 
des pores de 600 & 800 my [4]), puis additionné de merthiolate. On le 
garde en ampoules de 10 c. c., scellées 4 la flamme. Le liquide d’aedéme 
est en effet un milieu de culture riche et les contaminations sont trés 
faciles. 

3° Eztraits microbiens. — a) En partant de cultures sur gélose. — 
On recueille les bacilles de 8 boites de Roux, laissées quarante-huit 
heures a ]’étuve 4 35°, dans 8 x 30 c. c. d’eau distillée en agitant avec 
des billes de verre. On centrifuge. Le surnageant est gardé a la gla- 
ciére, tandis que le culot est congelé & —40° dans de la neige carbo- 
nique (ou 4 —15° dans un mélange réfrigérant), puis réchauffé au 
bain-marie 4 40°. Cette opération est répétée quatre fois de suite. Le 
culot est alors repris trois fois par 30 c. c. du surnageant ci-dessus en’ 
évitant l’échauffement pendant la centrifugation. 

b) En partant de cultures en bouillon. — La culture se fait pendant 
vingt-quatre heures 4 35° dans du bouillon contenu dans des boites 
de Roux couchées, afin de rester dans des conditions de parfaite aéro- 
biose. Aprés centrifugation les corps microbiens sont traités de la 
méme facon qué dans les extraits précédents. Nous préparons 90 c. c. 
d’extrait & partir de 8 litres de culture. 

4° Polyoside d’Ivanovics. — Nous l’avons préparé suivant la technique 
d’Ivanovics [10]. Les bacilles cultivés sur gélose pendant quarante-huit 
heures dans 20 boites de Roux sont lavés trois fois par de la solu- 
tion physiologique, les suspensions de chaque lavage étant filtrées 
sur une gaze pour éliminer les fragments de gélose. Ils sont suspendus 
enfin dans 750 c. c. de solution tampon pH 8 additionnée de gonacrine. 
Aprés quelques jours (deux ou trois) a l’étuve a 37°, on précipite les 
protéides par l’acide acétique 4 pH 4-4,5. On centrifuge ; le liquide 
clair est filtré sur bougie puis concentré au 1/10 de son volume par 
évaporation sous vide 4 60°. On précipite enfin le polyoside par 1’alcool 
a trois reprises. 

5° Séram. — a) Sérum 811 de cheval. — C’est un sérum précipitant 
préparé a4 l'Institut Pasteur de Garches. Un cheval hyperimmunisé par 
de nombreuses injections préalables sous-cutanées de cultures viru- 
lentes recoit 8 injections intraveineuses de 100 c. c. d’une émulsion de 
microbes virulents. Saignée aprés quinze jours. 

b) Sérum 811 « épuisé » (81ly). — Méme sérum épuisé par le polyo 
side d’Ivanovics. 

c) Euglobulines. — Euglobulines du sérum 811 précipitées du sérum 
par 9 volumes d’eau distillée saturée de CO, puis redissoutes dans du 
sérum normal ; la stérilité est assurée par filtration sur bougie et addi- 
tion de merthiolate. 


d) Euglobulines « épuisées » (Euglobulines ¥). — Mémes euglobu- 
lines épuisées par le polyoside d’Ivanovics. 
e) Pseudoglobulines. — Pseudoglobulines du sérum 811 précipitées 


du sérum dilué, aprés précipitation des euglobulines, par addition de 
sulfate d’ammonium en poudre a raison de 37,5 p. 100 (50 p. 100 de 
saturation). 
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Résultats expérimentaux. 


Puisqu’on n’est pas sar de l’activité vaccinante des différents 
extraits microbiens tandis qu’on est certain que le liquide d’cedéme 
vaccine les animaux contre l’infection charbonneuse, nous avons 
pensé qu'il nous serait plus aisé de déterminer l’antigéne vacci- 
nant, en nous adressant au liquide d’cedéme, qui le contient cer- 
tainement avec tous les constituants de la bactérie A des stades 
de plus ou moins grande dégradation. On sait, en effet, que les 
microbes, dont la multiplication locale a provoqué l’cedéme, sont 
rapidement lysés; le liquide d’cedéme, ponctionné stérilement 
quarante-huit heures aprés l’injection, présente a l’examen micro- 
scopique des bacilles, plus ou moins rares suivant les animaux, 
mais toujours lysés. 

L’ étude qualitative de la précipitation des diverses fractions du 
sérum par le liquide d’cedéme nous a donné les résultats consignés 

- dans le tableau I. Nous y avons joint les précipitations observées 


TABLEAU 1, 


skRUM 811 
sERUM 811 Y 
(épuisé) 
EUGLOBULINES 
EUGLOBULINES Y 
(épuisées) 
PSEUDOGLOBULINES 
SERUM NORMAL 


Liquide d’cedéme (cobaye charbonneux). |+++/++/+++/++4] 0 
Liquide d’cedéme (rat charbonneux) _. .|+++/++] — | —] 0 
+ 


Liquide d'cedéme [rat non charbonneux] (1) oO}; — —} 0 


(1) Nous avons fait un essai aussi avec un liquide d’cedéme de cobayes non charbon- 
neux, mais nous ne pouvons pas en tenir compte; ce liquide était, en effet, contaminé, 
malgré les précautions d’aseptie, et donnait lieu a des précipitations avec tous les sérums. 
Nous avons trouvé inutile de recommencer l’expérience puisque les résultats obtenus 
avec l’cedéme charbonneux se sont trouvés vérifiés avec les extraits bactériens. 


avec deux liquides d’cedéme de rats charbonneux ou non (injectés 
avec la toxine du B. ceedematiens). On voit : 

1° Que les liquides d’cedéme charbonneux précipitent le sérum 
anticharbonneux 811, fait généralement reconnu depuis les pre- 
miéres expériences de Bail [4]. 

2° Que les liquides d’cedéme charbonneux précipitent moins 
-fortement mais encore nettement le sérum 811 épuisé ; ils préci- 
pitent tous aussi plus ou moins un sérum normal. 

3° Que les euglobulines et euglobulines épuisées sont précipitées 
par le liquide d’cedéme contrairement aux pseudo-globulines. Les 


\ 
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anticorps précipitables par le liquide d’cedéme sembleraient donc 
localisés~parmi les euglobulines. comme les anticorps précipi- 
tables par le polyoside d’Ivanovics, 

4° Que le liquide d’cedéme non charbonneux de rat précipite un 
peu le sérum 811 comme Je sérum normal, mais ne précipite pas 
le sérum épuisé. 

Les précipitations observées avec les sérums 811 et 811 épuisé 
sont donc bien spécifiques et dues aux produits microbiens, contrai- 
rement a la précipitation du sérum normal. Celle-ci est d’ailleurs 
souvent infime comparativement aux deux autres : c’est ce que, 
montre la figure 1 ot la courbe D est obtenue avec le sérum 
normal et un liquide d’cedéme (n° 9) de cobaye charbonneux. 

L’étude semi-quantitative montre que la saturation de 1 ¢. c. de 
sérum est atteinte avec des quantités de liquide d’cedéme variant 
suivant les lots entre 0,5 et 1,5 c. ec. Le sérum épuisé par de telles 
quantités de liquide d’cedéme ne précipite plus avec le polyoside 
d’Ivanovics, comme le montre l’exemple résumé dans le tableau II. 
Dans ce cas, le point de saturation ou d’équivalence se situe entre 


0,5 et 1c. ¢., puisque déja avec 1c. c. de liquide d’cedéme un 


léger excés d’antigéne, précipitable par Je sérum 811, apparait 
dans le surnageant. 
Taseav II. 


VOLUMFS EPREUVES DES SURNAGRANTS 
du liquide d'mdéme n° 15 
ajoulés a1 ¢.c. 
de sérum 811 


. ; 2 Tae . par polyoside 
(en c.c.) par sérum &11 par liquide d a@déme aniwanovide 


Sa 
0 
0 
0 


L’étude quantitative des précipitations spécifiques a été tres 
compliquée par le fait que le liquide d’cedéme précipite encore 
certains.anticorps du sérum, longtemps aprés que le point d’équi- 
valence, donné par l'étude semi-quantitative, ait été dépassé. 
N’utilisant jamais des volumes assez grands de liquide d’coedéme, 
dans nos premiers essais, nous ne pouvions pas observer de 
plateau. I] faut atteindre 10 a 12 ¢. c. de liquide d’cedéme. pour 
obtenir un maximum de précipitation (pour 2 c. ¢. de sérum), 
alors que le point d’équivalence apparent se situe aux environs 
de 3c. c. En utilisant de telles quantités, on observe les courbes 
en plateau habituelles dont les maxima varient d’un o-déme A 
autre mais restent du méme ordre de grandeur (275, 210 ou 
268 y d’N dans les précipités spécifiques). L’étude de l’aedame 
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ey 


° 9 nous a donné les courbes tracées sur la figure 1. La courbe A 
est obtenue avec 2 c. c. de sérum 811, la courbe B avec 2 c. ¢. 
de 811 épuisé. Nous avons figuré de plus, a titre de comparaison, 
z courbe C représentant la précipitation de 2 c. c. de sérum 811 
par le polyoside d’Ivanovics. Nous avons tracé cette derniére 
“courbe de fagon a ce que l’abscisse du point de saturation P, 


ne 
: 
A 


A 


a 
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x SERUM 811+ OFDEME N°9 

¥ POINT D'EQUIVALENCE APPARENT DELA COURBE A 

@ SERUM EPUISE + OEDEME N¢9 

ag POINT ‘EQUIVALENCE DE LA COURBE B 

& SERUM 8li + POLYOSIDE D‘IVANOVICS 

YY POINT O'EQUIVALENCE DE LA COURBE C 

2 SERUM NORMAL + OEDEME NP 9 

© SOMME DES 2 COURBES BETC 

12 , 16 
; cm3 de hguide dwedéme 
07 02 Os O4 Os 06 07 
: mg de polyoside of Ivanovics 
Fic. 4, — Courbes de précipitation des sérums anticharbonneux et norma 


par le liquide d’ceedéme. 


_ d’cedeme, et dont le polyoside d’Ivanovics contenu dans le liquide 
d’cedéme est responsable, comme nous I’avons vu (Cf. étude semi- 
quantitative). Le tracé C représente done en chaque point la quan- 
tité d’anticorps antipolyosides d’Ivanovics précipités du sérum par 
le liquide d’cedéme. 


De cette étude nous pouvons tirer quelques enseignements : 


ME OY af at. $2 af io 


; 
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1° Le liquide d’cedéme contient des antigénes (ou hapténes) 
précipitables par le sérum autres que le polyoside d’Ivanovics, 
puisque la courbe A dépasse de beaucoup la courbe C et qu’il 
est possible d’établir une courbe de précipitation avec l’cedéme 
et le sérum 811 épuisé, c’est-a-dire un sérum débarrassé des anti- 
corps antipolyosides (courbe B). 

2° Les deux courbes B et C ont des sommets voisins (les 
ordonnées sont environ dans le rapport 4/3). Les anticorps préci- 
pitables par le polyoside d’Ivanovics d’une part, et les autres 
antigénes du liquide d’cedéme d’autre part, se trouvent done dans 
le sérum 811 en quantités voisines. 

3° En ajoutant en chaque point les ordonnées des deux courbes C 
(anticorps antipolyosides) et B (anticorps autres que les anti- 
polyosides précipitables par le liquide d’cedéme), on devrait 
retrouver la courbe A fournie par le sérum total. Or le tracé E 
ainsi obtenu ne coincide pas exactement avec A, surtout le long 
du plateau. Nous essayerons d’expliquer cette observation dans 
le mémoire suivant. 

Nous avons pensé au premier abord pouvoir identifier au 
nucléoprotéide de Ferramola [43] les constituants du liquide 
d’cedéme, autres que le polyoside, précipitant le sérum 811. Mais 
le spectre d’absorption en ultra-violet, dad a lobligeance de 
M. Prudhomme, nous a montré que notre liquide d’cedéme ne 
contient aucun nucléoprotéide. Sans doute a-t-il été détruit par 
quelque action diastasique dans l’organisme du cobaye. 

Afin de déterminer la nature de ces constituants, nous avons 
alors essayé de fractionner le liquide d’cedéme par diverses 
méthodes. Nous avons été ainsi amenés a étudier les polyosides 
du liquide d’cedéme ainsi que ceux des extraits microbiens, puis 
les composés protéidiques qui feront objet du mémoire suivant. 


A. — LES POLYOSIDES DU LIQUIDE D’OEDEME. 


On extrait les polyosides charbonneux de l’cedéme par la tech- 
nique suivante : 


Précipitation des protéides par l’acide trichloracétique, centrifugation, 
dialyse du surnageant, puis dans le liquide clair précipitation des 
polyosides par 5 volumes d’alcool A 96° en présence d’acétate de sodium. 
Les polyosides sont lavés par l’acétone et séchés sous vide. Ils sont 
enfin dissous dans un petit volume de solution tampon de phos- 


phates M/15 4 pH 7,5 rendue isotonique par addition de chlorure de 
sodium (5 p. 1.000). 


De telles solutions de polyosides précipitent toutes le sérum 811, 
ce qui n’a rien d’étonnant; mais, fait plus remarquable, elles 
précipitent encore, bien que plus faiblement, le sérum 811 épuisé 
par le polyoside préparé suivant la technique d’Ivanovics. L’ex- 
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périence n° 1 montre qu’il s’agit bien, dans ce dernier cas, d’une 
précipitation par un polyoside et non par une trace éventuelle de 
-protéide ayant échappé a la précipitation trichloracétique. 


ExpEérience n° 1, — Sevag [46] a montré qu’en agitant vigoureuse- 
ment (agitation mécanique) des solutions avec du chloroforme, il est 
possible d’en éliminer les plus petites traces de protéides. Une solu- 
tion de polyosides ainsi traitée précipite encore le sérum 811 épuisé, 


I) existe done dans l’cedéme un polyoside différent de celui pré- 
paré par Ivanovics (2). 

Deux hypothéses sont alors possibles : ou bien les deux polyo- 
sides coexistent dans la bactérie, mais l’un, plus labile, est détruit 
par les diastases ; ou bien le polyoside préparé par la méthode 
d’Ivanovics ne préexiste pas dans la bactérie, ce ne serait qu’un 
terme de dégradation (par exemple, partiellement désacétylé ou 
hydrolysé) d’un polyoside plus complexe. A ce dernier, corres- 
pondraient alors dans le sérum des anticorps, dont une partie 
seulement serait précipitée par le polyoside d’Ivanovics. On sait 
en effet depuis les travaux de Heidelberger et Kendall [416] que 
le polyoside du pneumocoque soumis 4 une hydrolyse ménagée 
ne précipite plus la totalité des anticorps précipitables par le 
polyoside non dégradé. 

La coexistence des deux polyosides dans l’oedéme ressort du 
fait qu’il est possible de les obtenir dans deux fractions diffé- 
rentes, en précipitant le liquide d’cedéme par diverses concen- 
trations de sulfate d’ammonium. Les résultats consignés dans le 


TaBLEav III. 


SO,/NH,)s RESULTATS DE LA PRECIPITATION 


pour 100 FRACTION ESSAYEE 


de saturation par le sérum 811 par le sérum 811 Y 


Surnageant. 
Précipité. 
Surnageant. 
Précipité (a). 


Surnageant. 
Précipité 
Surnageant. 
Précipité (5). 


rT 
= 
coscoto otf 


+ott+ ++ et 


(2) Aucune des opérations de la technique suivie par Ivanovics ne 
détruit ce nouveau polyoside. I] faudrait peut-étre penser 4 une des- 
truction diastasique pendant le séjour des bactéries & 1’étuve en milieu 
alcalin (pH 8). 


‘ « ter re) = se TAP TY? Pi need ae 
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tableau III montrent qu’en. utilisant le précipité obtenu par addi- 
tion de sulfate d’ammonium a 40 p. 100 de saturation, on obtient 
une fraction a précipitant encore le sérum 811 épuisé ; tandis que 


la fraction b insoluble en présence de sulfate d’ammonium entre ° 


40 et 70 p. 100 de saturation, ne précipite plus que le sérum entier. 
Pratiquement voici comment nous opérons cette séparation : 


Fraction a. — On ajoute 4 un volume mesuré de liquide d’cedéme 
non ultrafiltré, du sulfate d’ammonium en poudre jusqu’d obtenir une 
teneur correspondant a 40 p. 100 de la saturation (celle-ci calculée a 
75 p. 100). On laisse reposer le précipité quelques heures, puis on 
centrifuge ou l’on filtre, si les graisses de ]’oedéme empéchent le pré- 
cipité de sédimenter ; le liquide surnageant (A) est conservé. Le préci- 
pité est repris par un faible volume d’eau distillée, puis précipité une 
seconde fois par la méme concentration de SO,(NH,),. Les eaux de 
lavage sont ajoutées au surnageant A, tandis que le précipité, dissous” 
dans l’eau distillée, est dialysé contre une solution de phosphates M/15 
i pH 7,5 rendue isotonique par addition de NaCl 5 p. 1.000 ; la solu- 
tion claire est filtrée sur membrane en collodion trés poreuse pour 
stériliser, puis additionnée de merthiolate, c’est la fraction a. 

On extrait le polyoside de cette fraction suivant la technique déja 
décrite (précipitation par l’acide trichloracétique des protéides). Le 
rendement est variable, toujours trés faible (moins de 6 mg. pour 
100 c. c. d’aedéme) et méme parfois pratiquement nul. Q’est le polyo- 
side a. 

Fraction b. — On porte a 70 p. 100 de Ja saturation la concentration 
en SO,(NH,), du liquide surnageant A additionné des eaux de lavage. 
On laisse quelques heures. On centrifuge. Le précipité, repris par ]’eau 
distillée, est précipité une deuxiéme fois par la méme concentration 
en SO,(NH,),, centrifugé, dissous dans l’eau distillée, et mis A dialyser 
contre une solution tampon isotonique jusqu’A disparition des sul- 
fates ; on centrifuge s’il y a lieu. Enfin, on ultrafiltre pour stériliser 


’ et clarifier : c’est la fraction b. 


On extrait aussi le polyoside de cette fraction, c’est le polyoside b. 


I y a donc dans ]’edéme charbonneux deux polyosides que nous 
désignons par les deux lettres a et b. Nous allons les étudier 
successivement. 


1° Potyosipe b, — L’ étude immunologique qualitative du polyo- 
side b montre (tableau TV, deuxiéme ligne) que le polyoside b 
précipite le sérum 811 et les euglobulines ; il ne précipite ni le 
sérum, ni les euglobulines épuisées, ni les pseudo-globulines. 

L’ étude semi-quantitative montre que le sérum épuisé par le 
polyoside b ne précipite plus avec le polyoside d’Ivanovies (expé- 
rience n° 2). C’est la réciproque du fait que le sérum épuisé par 
le polvoside d’Ivanovics ne précipite plus avec le polyoside b 
(tableau TV) ; on peut done penser déja que ces deux polyosides 
sont identiques. . 
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EXPERIENCE n° 2. 
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SURNAGEANT 
de 1 c.c. de sérum 
précipité 
par le polyoside b 
extrait de 6 c.c. 
de liquide d’edéme 
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L’étude quantitative de Ja précipitation du sérum 811 par les 
deux hapténes (notre polyoside b et celui d’Ivanovics), nous fournit 
la courbe unique tracée sur la figure 2. On peut en tirer deux 
conclusions : a) une preuve nouvelle et indiscutable de l’identité 
_ des deux hapténes, puisque les points obtenus en précipitant le 
_ sérum, soit par le polyoside d’Ivanovics (X), soit par le polyo- 
side b (O), se placent tous sur la méme courbe; b) la teneur 
- approximative d’un cedéme en polyoside b ; puisqu’il faut 0,t mg. 
- de polyoside et 3 c. c. d’cedéme pour saturer le méme volume 


setens : 0.1 
de sérum, c’est que 1 c. c. de liquide d’cedéme contient —- mg. de 


~ polyoside b. Cette valeur vaut pour le liquide d’cedéme étudié 
_ dans cette courbe; elle varie relativement peu d’un cedéme a 
Vautre (tout au plus du simple au double). 

__Les anticorps homologues de ce polyoside sont des euglobulines 
dans l’immunsérum de cheval. Nous avons déja noté le fait d’une 
- facon purement qualitative pour le polyoside d’Ivanovics dans une 
note antérieure [5]. L’étude quantitative nous a montré que tous 
les anticorps antipolyosides étaient bien des euglobulines (fig. 2). 
En effet, les points obtenus en précipitant cette seule fraction du 
- sérum par le polyoside d’Ivanovics’ @) ou le polyoside b (A) se 
_ placent sur la courbe du sérum total. 4. ae 

‘Le polyoside isolé par notre technique est done bien identique 
a celui obtenu par la méthode d’Ivanovics ; nous les désignerons 
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désormais indifféremment pour simplifier par la lettre b. Sa com- 
position nous est donnée par les travaux d’Ivanovics : « il contient 
un mélange équimoléculaire de glucosamine et de galactose, la 
glucosamine étant présente, tout au moins partiellement, sous 
forme de son dérivé N acétylé ». 


2° Le potyosmre a. — Une difficulté se présente dans l'étude © 
de ce polyoside qui n’existait pas avec le polyoside b. Comment 
savoir si dans notre fraction a il n’y a pas un peu de polyoside b 
entrainé partiellement au cours de la premiére précipitation par 
le sulfate d’ammonium a 40 p. 100 de saturation ? Afin de nous 


ue 


4 strum at + poryosiDe ovIvaNovics 
®@ EUGLOBULINES * POLYOSIDE OD IVANOVICS 

lo SERUM 811 * PoLyosioe & 

6 EuGLOBULINES + PoLyosioe 


% dazote du precipite specilig 
1o,) 


0,5 0,6, 0,7 0,8 
mg de po/yoside o& /vanovics 


75 78. 2/ Ee 
cm3 de /a solution du polyoside 6 


Fic. 2. — Courbe de précipitation du sérum total et des euglobulines par le 
polyoside d’Ivanoyics et notre polyoside b (le volume de la solution de polyo- 
side 6 a été ramené a celui du liquide d’cedéme dont il provenait). 


rendre compte de la possibilité de cet entrainement et de son 
importance, nous avons réalisé l’expérience n° 3. 


EXPERIENCE n° 3. — Nous avons ajouté une quantité connue de polyo- 
side b A du liquide d’ceed®me non charbonneux (obtenu avec une toxine 
cedematiens), puis nous avons dosé, au moyen de la précipitation spé- 
cifique, le hapténe resté en solution apres précipitation par 40 p. 100 
de sulfate d’ammonium. Les chiffres obtenus indiquent qu’il ne peut 
rester dans la fraction a que moins du 1/10 de la quantité mise en 
jeu (limite de l’erreur expérimentale possible), soit 0,0003 mg. pour 
1 c. c. de liquide d’cedéme environ. 


L’ étude immunologique qualitative montre que le polyoside a 
précipite le sérum et les euglobulines, épuisés ou non, par le polyo- 
side b. Il ne précipite pas les pseudo-globulines (tableau IV, pre- 
miére ligne). 

L’ étude semi-quantitative de la précipitation du sérum 811 par 
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le polyoside a ne nous a fourni un point d’équivalence qu’avec 
des quantités correspondant a 21 ¢. c. de liquide d’cedéme, pour 
1 c. c. de sérum (tableau V). Encore ce point d’équivalence n’est-il 


TABLEAU V. 


_ NOMBRE EPREUVE DES LIQUIDES SURNAGEANTS 
de centimétres cubes (1) 
de polyoside a 


ajoutés a 0,5 c.c. de sérum 814 par sérum 811 par polyoside a 


(1) 1 c.c.~— 7 ¢.c. de liquide d’caedéme. 


pas absolument certain, puisque nous n’avons pas, dans le sur- 
nageant, un excés de hapténe précipitant le sérum d’une maniére 
visible. Nous n’avons done pas pu procéder avec certitude a une 
expérience de précipitation croisée entre les deux polyosides a 
et b, qui nous aurait apporté la preuve de leur individualité 
chimique. Nous avons essayé d’éclaircir la question par un essai 
quantitatif relaté dans l’expérience n° 4. 


ExpERIENCE n° 4. — On sature par le polyoside 6, d’une part, le 
sérum 811, d’autre part, la méme quantité de sérum partiellement 
épuisé par le polyoside a. On dose l’azote des précipités. Dans le cas 
d’une indépendance totale entre les deux polyosides, on devrait trouver 
la méme quantité d’azote. L’expérience a donné 105 y pour le premier 
précipité et seulement 82 pour le second. 


Il y a donc précipitation partielle des anticorps antipolyoside b 
par le-polyoside a, soit que la fraction a contienne un peu de 
polyoside b, soit que les deux polyosides aient des groupements 
communs. Le calcul montre que dans le cas d’un mélange des 
‘deux polyosides il s’agirait de quantités de polyoside b de l’ordre 
de grandeur de 0,001 mg. par centimétre cube, donc en dessous 
des limites qui nous permettent d’affirmer (expérience n° 3) qu’il 
n’y a pas d’entrainement (0,003 mg. par centimétre cube). La 
question reste donc toujours posée. I] nous faut attendre de pos- 
séder des quantités plus importantes de polyoside a qui nous 
permettraient d’étudier une méthode de séparation compléte d’avec 
le polyoside 6. Alors seulement, nous pourrons nous rendre 
compte si nos deux polyosides possédent ou non des groupements 
en commun. 


ee) ine 
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L’étude quantitative compléte de la précipitation du sérum 811 


par le polyoside a n’a pas pu @tre réalisée par suite de notre © 


pauvreté en polyoside a. Nous n’avons pu établir que la branche 
ascendante de la courbe, sans pouvoir dépasser le point de satu- 
ration, donné par l'étude semi-quantitative (tableau V). 

D’aprées nos essais qualitatifs il semble que les anticorps de 
notre immunsérum de cheval, homologues de ce polyoside a, soient 
des euglobulines. 

Les faits expérimentaux. sont encore trop peu nombreux pour 
prétendre parler de 1a composition chimique du polyoside a. Ayant 
établi néanmoins qu’il n’est pas un terme de dégradation du 


polyoside b, puisqu’il précipite un sérum saturé par ce dernier — 


(expérience n° 2), nous avons voulu savoir s’il ne serait pas un 
polymére de ce polyoside b. S’il en était ainsi, nous devrions 
observer l’inhibition de la précipitation du sérum par le polyo- 
side a en présence d’un grand excés de polyoside b. Heidelberger 
et Kendall [7] ont en effet montré que, dans le cas du pneumo- 
coque, les termes de dégradation du polyoside, incapables de pré- 
cipiter le sérum de lapin antipneumococcique, inhibaient néan- 
moins la précipitation de ce sérum par le polyoside initial, lors- 
qu ils se trouvaient en exces. 

L’expérience n° 5 montre qu’il ne se passe rien de semblable 
entre nos deux polyosides ; un grand excés de polyoside b mis 
en contact avec le sérum (épuisé par lui préalablement) n’empéche 
pas de se produire la précipitation par le polyoside a. 


EXPERIENCE n° 5, 


PRECIPITATION 
observée 
avec le polyoside a 


4 c.c. de sérum épuisé par 0,1 mg. de polyoside b..... + 
1 c.c. de sérum épuisé, additionné de 2 mg. de polyoside 6. + 


Des quelques résultats acquis jusqu’A présent dans l’étude du 
polyoside a, nous pouvons tirer les conclusions suivantes : 

1° Il existe un polyoside a distinct du polyoside b analysé par 
Ivanovics. 


s Ce polyoside n’est pas un terme de dégradation du’ polyo- 
side b. 


ae a polyoside n’est pas un terme de polymérisation du polyo- 
side b. 

4° Le polyoside a doit done posséder des constituants différents 
de ceux du polyoside b, associés ou non a une partie ou a la 
totalité de ces derniers. Peut-étre s’agirait-il alors du pentose et 
de Vacide uronique signalés par Combiesco et ses collabora- 
teurs [2] et qu’Ivanovics n’a pu retrouver dans son polyoside, 
identique, nous l’avons vu, a notre polyoside b. — 


a 
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B. — LEs POLYOSIWES DES EXTRAITS MICROBIENS. 


Nous avons voulu vérifier que les deux polyosides trouvés dans 


- avons donc effectué sur les extraits microbiens préparés suivant 
la technique indiquée plus haut, une extraction des polyosides 


_ exactement comparable a celle opérée sur le liquide d’cedéme 
a (acide trichloracétique, puis alcool). Nous avons retrouvé les 


deux polyosides dans les préparations provenant de culture sur 
gélose (3) comme dans celles provenant de culture en bouillon. 
‘Signalons toutefois que le polyoside a semblait beaucoup plus 
_ abondant avec les premiéres. Cela tient peut-étre a l’age de la 
~ culture : quarante-huit heures sur gélose et vingt-quatre heures 
- seulement en bouillon. / 
Il est impossible dans ce cas d’obtenir le polyoside 6 libre de 
_ polyoside a, la précipitation des extraits microbiens par le sulfate 
d’ammonium ne permettant pas d’obtenir deux fractions a et b 
comparables a celles du liquide d’cedéme. La coexistence des 
deux polyosides au sein de la bactérie ressort néanmoins de 


Vexpérience n° 6. 
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EXPERIENCE n° 6. 


SERUM 841 skruM 8441 vy 


Filtrat d’une culture de 24 heures... .. . + 0 
Filtrat dune culture de 48 heures. ..... + + 


fe _ Si le polyoside b était un terme de dégradation du polyoside a, seul 


- élément bactérien, on devrait ou bien ne jamais trouver du polyo- 


side a dans les produits de la lyse bactérienne, ou bien voir apparaitre 
Je polyoside a avant le polyoside b. Or, c’est le contraire qui se passe. 
Nous pensons que le polyoside b contenu en trés grande quantité dans 
~ jes bactéries apparait dans le bouillon aprés la lyse des premiers 
éléments microbiens. Tandis que le polyoside a beaucoup moins abon- 
y dant ne peut apparaitre d’une facon visible qu’aprés la destruction 
e d’un plus grand nombre de bactéries. 
ou . 


. 


Conclusions. 


L’étude immunologique quantitative du liquide d’cedéme char- 
bonneux de cobaye nous a révélé qu’il devait exister dans celui-ci 


(8) Les extraits préparés & partir de cultures sur gélose contiennent 
des polyosides provenant de la gélose qui. précipitent Vimmunsérum 
-anticharbonneux en entrainant quelques anticorps spécifiques [24]. 
On ne peut donc procéder avec ces extraits qu’ des essais de préci- 
‘pitation qualitatifs avec un sérum saturé préalablement par une solu- 


_le liquide d’edeme étaient bien des produits bactériens, Nous. 


Ri 
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des substances bactériennes autres que le polyoside étudié par 
Ivanovics. 

Ces substances ne peuvent étre assimilées aux nucléoprotéides 
connus comme antigénes du B. anthracis, mais absents du liquide 
d’cedéme. 

Il existe dans le liquide d’cedéme et dans les bactéries deux 
polyosides : ’un analysé par Ivanovics et que nous appelons pour 
simplifier polyoside b ; l’autre qui posséde des constituants étran- 
gers au polyoside b, associés ou non a ceux du polyoside b, nous 
lavons appelé polyoside a. 
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LA VACCINATION ANTITUBERCULEUSE 
PAR LES VOIES RESPIRATOIRES 


AEROSOLS ET BROUILLARDS DE BCG (’) 


par J. TROISIER, J. LE MELLETIER et J. SIFFERLEN, 


On, sait 4 ’heure actuelle que l’infection primaire tuberculeuse 


de Vhomme est réalisée presque toujours par les voies respira- 


toires. Nous avons méme montré expérimentalement que la primo- 


infection médiastino-pulmonaire du singe, du cobaye et de la 
- souris pouvait étre provoquée par des gouttelettes liquides dépo- 


AY 


sées a l’entrée des narines, pourvu que |’animal soit endormi au 
préalable. 
I] était vraisemblable, a priori, que la prémunition expérimen- 


tale pouvait étre obtenue dans des conditions similaires. Nous 
avons écarté néanmoins la technique précédente, en raison de 
lV impossibilité pratique de soumettre systématiquement l’>homme a 
-Tanesthésie générale pour Je vacciner et nous sommes revenus 


a la vieille technique des pulvérisations. I] y avait lieu de consi- 


_dérer que les brouillards se distinguent, depuis les recherches 
de Trillat, en deux groupes, suivant le diamétre de leurs parti- 


cules, les brouillards fins ou aérosols et les brouillards a plus 


grosses gouttelettes dont les propriétés physiques different. Nous 


a 


nous sommes attachés 4 réaliser avec les pulvérisateurs employés 


-par Trillat des brouillards de BCG du type des aérosols, mais 


avec une teneur microbienne bien supérieure, car on sait que les 


\E> 


faibles doses de BCG ne sont pas prémunisantes. 


Dans une premiére série d’expériences (28 avril 1941) nous nous 
sommes servis de la cage & ensemencement d’Armand-Delille 65 cm. 
x 85 cm. X 58 cm. pour y faire séjourner nos cobayes, soit une heure, 
soit quinze minutes. Le BCG utilisé pour réaliser le brouillard avec 
l’appareil de Vaast était l1’émulsion aqueuse fraiche dite buccale : la 


- dose employée était de 0,025 g. de BCG en général. 


Sur dix cobayes nous ne ptimes ultérieurement mettre en évidence 


de sensibilité & la tuberculine (1 cg. par voie dermique) sur six d’entre 


eux : malgré trois pulvérisations successives 4 quinze jours de dis- 
tance (trois cobayes), malgré quatre pulvérisations (un cobaye), malgré 


cing pulvérisations en deux mois et demi (deux cobayes) l’intradermo- 


(*) Communication présentée 4 la séance du 30 juin 1943 de l’Asso- 
ciation des Microbiologistes de Langue Frangaise. 
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réaction resta’ négative. Quatre cobayes seulement montrérent une 
allergie tardive et discréte : un cobaye, le dixitme mois aprés l’expé- 
rience, allergie temporaire disparue le treizitme mois ; un autre aprés 
deux mois et demi. Deux autres aprés six et cing mois et encore deux 
mois et demi aprés une deuxiéme pulvérisation plus concentrée (0,04 g.) 
pendant quinze minutes. 


La méthode s’avérait done quasi inefficace. Nous pensames que 
I’échec était dQ aux trop faibles doses de BCG inhalé. 


Dans une deuxiéme série d’expériences, nous nous sommes servis 
d’une cage de verre beaucoup plus petite (25 cm. x 27 cm, x 28 cm.) 
et d’un brouillard beaucoup plus riche en microbes (0,06 g- ou 0,07 g.) 
de BCG, émulsion du type « scarification », Temps de séjour dans la 
cage : trente minutes ou une: heure. 

Trois cobayes ne furent soumis qu’a un seul brouillard pendant 
trente minutes le 24 mars 1942 : tous les trois réagirent franchement 
(papule dé 5 mm. de diamétre) A 1 cg. de tuberculine, deux dés le 
quarante-troisiéme jour, un le cinquantiéme. J 

Neuf autres cobayes furent soumis & un premier brouillard le 
24 mars 1942 pendant trente minutes, puis 4 deux brouillards pendant 
une heure chacun trente-quatre et trente-six jours aprés. Quatre ont 
une cuti-réaction fortement positive le quarante-troisitme jour ; deux 
fe cinquantiéme jour; trois seulement le quatre-vingtiéme jour. 
Toutes les réactions sont franches, nettement indurées, sauf sur un des 
trois derniers animaux. ; 

Au total, sur ces douze cobayes, la moitié (six) réagissent donc Aa 
1 cg. de tuberculine dés le quarante-troisitme jour, les trois quarts 
(neuf) le cinquanti¢me jour, la totalité en quatre-vingt-un jours. 
J’ajoute que trois des cobayes ont une réaction escharotique (1) ; l’un 
d’entre eux n’ayant subi qu’une vaporisation. 


Cette deuxiéme épreuve est concluante. La prémunition par 
brouillard est réalisable sur le cobaye A condition d’opérer a 
doses élevées : soit 0,06 g. (trois cobayes), soit 0,20 g. de BCG 
(neuf cobayes), et dans une atmosphére confinée. 

La durée de cette allergie n’a malheureusement pas atteint un 
an. Six mois aprés l’expérience, sur onze cobayes survivants 
huit étaient encore nettement positifs (8 septembre 1942), quatre 
présentaient un oedéme blane de 1 cm. x 1 cm., un présentait un 
oedéme de 2 x 2, deux présentaient un cedéme rosé de 2 x 2, un 
présentait une papule rosée. 

Pendant le mois d’octobre, sur les six cobayes survivants (2) : 
quatre étaient négatifs le 5 octobre, et les deux derniers le deve- 
naient le 20 octobre. 


(1) Ces trois cobayes qui présentaient une réaction escharotique le 
cinquantiéme jour n’avaient plus qu’une réaction cedémateuse deux 
mois et demi apres. 

(2) Cinq animaux étaient morts subitement d’un coup de chaleur. 
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Les six cobayes survivants restérent complétement négatifs le 
} décembre 1942 et le -12 janvier 1943. La sensibilité a la tuber- 
suline n’avait donc pas dépassé neuf mois. 

Malgré la richesse du poumon en tissu histiocytaire, la persis- 
ance de la sensibilité a la tuberculine, décelée par intradermo- 
‘éactions au centigramme, n’atteint donc méme pas une année. 

_ Parallélement, nous avons essayé de prémunir a la Créche Lan- 
louzy douze enfants de moins de deux ans par brouillards de BCG. 
L’enceinte employée fut une couveuse en verre (0,44 m. x 0,44 m. 
x 0,69 m.); pulvérisateur Vaast ; temps d’exposition : une heure 
avec des pulvérisations fractionnées de dix minutes en dix minutes; 
irois séances avec un jour d’intervalle ; doses : trois ampoules 
a chaque séance, soit de 2c.c. de BCG buccal (0,03 g.), soit 
de lc.c. de BCG S.P. type « scarifications » (0,06 g.), au 
total : neuf ampoules, soit 9 ou 18 cg. Aucun ‘incident’ post- 
opératoire. art 

_ Tous les enfants ont été strictement isolés pendant un délai de 
cing semaines au moins avant la vaccination, et ensuite jusqu’au 
virage des réactions tuberculiniques. 

_ Chez quatre enfants, la période d’observation a été insuffisante. 
_ Sur les huit restants : une fois (enfant de quatre mois et demi) 
les réactions tuberculiniques sont restées négatives ; le virage n’a 
dailleurs pas été obtenu non plus aprés trois injections intra- 
dermiques ultérieures de 1/10 de milligramme de BCG pratiquées 
a un mois d’intervalle. Une autre fois, il s’agissait d’un enfant 
a réactions tuberculiniques négatives, antérieurement vacciné a 
notre insu par scarification dans un autre service, chez lequel 
Te virage a été observé quatorze jours aprés les vaporisations. 

- Dans les six autres cas, concernant des primo-vaccinations par 
oie aérienne, les réactions tuberculiniques ont viré dans un délai 
moyen de quarante jours 4 deux mois aprés vaporisations de 
Yémulsion la plus riche (BCG S. P.), plus long (cinq mois) lors- 
qu’on a employé I’émulsion faible (BCG buccal). 

Le taux limite de la sensibilité tuberculinique étudiée dans 
yuatre cas a varié du milligramme au 1/25 de milligramme. 

_ Chez aucun des sujets il n’a été observé de modifications radio- 
logiques a la suite de la vaccination sur les clichés du thorax 
‘répétés périodiquement. el 

| Voici deux cas typiques de prémunition par voie aérienne. 


} i G... (Colette) a eu un contact non infectant, peu intime, avec sa 
‘mere, pendant six jours. Arrivée A la Créche de la Clinique 4 lage 
dun mois et demi. Pirquet et Mantoux (1 cg.), négatifs. Observation 
de six semaines. Le Mantoux au 1/10 reste négatif. Les 19, 22 et 
/25 juin 1941, brouillard de BCG (trois ampoules de BOG buccal chaque 
fois). Quitte la Créche le 12 juillet encore anergique et est élevée par 
la grand’mére saine. Revue le 15 novembre 1941, avec une cuti dou- 
lteuse et un Mantoux positif 4 1/100 (1 mg.). Le 20 juin 1942, cuti 
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négative, intradermo toujours positive & 1 p. 100. Le 20 mai 1943, 
cuti faiblement positiive (type BCG). Clichés toujours normaux. 


L... (Claude), contact non infectant cing mois (14 juillet 1941 au 
12 décembre 1941) avec mére fort peu bacillifére. Arrivé 4 la Créche 
a l’age de huit mois et demi avec une cuti et une intradermo au 1/10 
négatives. Apres une observation de cing semaines, triple vaporisation 
les 19, 22 et 24 janvier 1942 de BCG spécial pour scarifications, soit 
neuf ampoules. 

Virage de l’intradermo au 1/10 deux mois aprés, le 17 mars 1942. 

Virage de la cuti-réaction le 31 mars 1942.. 

Clichés thoraciques normaux. 


La prémunition du bébé est done réalisable par voie aérienne, 
en se placant dans les mémes conditions expérimentales que pour 
le cobaye : doses élevées de BCG, brouillards denses, couveuse 
étroite. Dés lors, on peut obtenir comme avec la vaccination der- 
mique la prémunition de |]’enfant en deux mois environ ; mais 
nos résultats sont a Vheure actuelle trop peu nombreux pour 
penser 4 proposer la vaccination pulmonaire régionale a la place 
de 1A vaccination cutanée qui a fait ses preuves. La prémunition 
par brouillards ne serait légitime que si ses résultats s’avéraient 
dans |’avenir plus solides chez ’homme que ceux de la prému- 
nition dermique. 

La confrontation des résultats sur l’homme et sur le cobaye 
prouve done que |’on peut obtenir la prémunition de ces deux 
espéces par des brouillards microbiens de BCG. L’apparition de 
sensibilité nette & Ja tuberculine sur |’animal, comme sur |’homme, 
montre une fois de plus la valeur antigénique de cette souche 
microbienne, a condition d’employer des doses suffisantes. 
L’absence d’accidents sur |’animal, comme sur |’homme, montre 
que Ja voie d’introduction pulmonaire du’ vaccin peut étre consi- 
dérée comme Jégitime. Nous devons, néanmoins, expressément 
signaler que par nos expériences sur le cobaye cette allergie, 
témoin habituel de l’immunité relative, est une allergie tempo-} 
raire. Elle s’éteint en moins d’un an. Ces faits permettent de 
préjuger difficilement de la persistance suffisamment durable 
d’un état prémunitaire. Du point de vue théorique, il n’en reste 
pas moins acquis que la vaccination régionale pulmonaire contre 
la tuberculose a fait sa preuve, si l’on en juge par |’évolution de 
réactions a la tuberculine. 


PRINCIPE DE DOSAGE DES COENZYMES | ET Il 
PAR LE TEST HEMOPHILUS PARAINFLUENZA 


APPLICATION A L’URINE 


par Mapeveins MOREL 


(Service de Physiologie microbienne de l'Institut Pasteur.) 


Le facteur V, seul facteur de croissance nécessaire pour Hemo- 
philus parainfluenze en milieu peptoné a été identifié par A. et 
M. Lwoff (1936-1937) aux phospho-pyridino-nucléotides (coen- 
zymes I et II). Ces auteurs ont constaté que, au voisinage des 
‘dilutions limites actives, il existe une relation entre la concen- 
tration en facteur de croissance et le développement bactérien, 
ce qui doit permettre d’établir une méthode de dosage des 
coenzymes. 

La spécificité du test Hemophilus est discutée dans le mémoire 
de A. et M. Lwoff : l’acide adénylique, l’acide nicotinique, |’amide 
et la diéthylamide de |’acide nicotinique ne peuvent pas remplacer 
le facteur V. Ces auteurs ont en outre montré (1942) que |’alloxa- 
zine-pyridine-dinucléotide (coenzyme de l’alanine déhydrase) ne 
‘permettait pas non plus la croissance de Hemophilus parain- 
fluenze. Parmi tous les corps étudiés seuls les coenzymes I et II 
peuvent assurer la multiplication de cette bactérie. 

_ Différents auteurs ont appliqué ce test microbien au dosage des 
coenzymes : H. I. Kohn (1938, 1939) et ses collaborateurs ont 
étudié le sang et divers autres tissus animaux; d’un autre cété, 
M. Pittman et H. F. Fraser (1940) ont déterminé la teneur en 
facteur V de l’urine et du muscle de chien. Récemment, Handler 
et Dann (1941) ont utilisé la méthode de Kohn pour doser les 
coenzymes dans les tissus de rats carencés en riboflavine. Nous 
allons examiner rapidement les différentes techniques proposées. 


1° Technique de Kohn. — Cet auteur utilise la souche 4101 du Lister 
Institute qui est entretenue 4 37° par repiquages alternatifs en bouillon 
et sur gélose (sans doute a base de protéose-peptone ?) trois fois par 
semaine. Le milieu employé pour les dosages est celui utilisé par 
A. et M. Lwoff, dont la formule est la suivante : 


Protéose-peptone Difoo .......-.-+-+--+:-. 20 g. 
GUNG ee eee cae tein eric ce bebite vel pa ety, te 6 g. 
AE DLGIStI Ce entree er eee ret eles. er. 4.000 c.c. 


NAOT sesh eee these Ly em se q. Ss. pour pH 1,7-7,8 
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A cette solution il faut ajouter de l’extrait de levure contenant du 
facteur V. Les cultures sont effectuées dans des tubes &-essai contenant 
7 c. c. de milieu. Dans une premiére série de tubes on ajoute 0,0, 0,1, 
0,2, 0,3 c. c. d’extrait de sang et dans une deuxiéme des quantités 
similaires d’une solution standard de facteur V. 

Kohn a constaté que lorsque le milieu est ensemencé, la densité 
optique de la suspension augmente rapidement d’abord, atteint un 
maximum auquel elle se maintient entre vingt-quatre et trente heures 
apres l’ensemencement, puis diminue lentement ; les lectures sont 
faites aprés vingt-quatre et trente heures d’incubation a 37°. Kohn, 
Klein. et Dann ont modifié la formule du milieu utilisé par addition 
de 0,1 p. 100 de saccharose et de 0,04 p. 100 d’acide fumarique. Ces 
auteurs mesurent la croissance microbienne vingt A vingt-quatre heures 
aprés l’ensemencement. ’ 


Remarquons que Kohn et ses collaborateurs ne donnent aucune 
courbe de croissance de Hemophilus parainfluenzxe en fonction 
du temps pour justifier la technique adoptée et n’indiquent pas 
l’état de’ la souche (Age, quantité de facteur V dans le milieu 
d’entretien) avec laquelle les ensemencements sont effectués. 


2° Technique de Pittman et Fraser. — M. Pittman et H. F. Fraser 
ont employé pour le dosage des coenzymes une souche d’Hemophilus 
parainfluenze isolée par l’un d’eux. Le milieu utilisé est celui indiqué 


par A, et M. Lwoff (2 p. 100 protéose-peptone Difco—0,6 p. 100 CINa — 


—pH 7,5—0,05 p. 100 glucose) dans lequel le phosphate a été sup- 


primé parce que, apres incubation, il se formait un précipité qui 


rendait impossibles les mesures photométriques ; par ailleurs, ]’addi- 
tion au milieu d’un tampon de phosphates n’améliore pas’ le déve- 
loppement des cultures. Le milieu est réparti & raison de 3 c. ¢. par 
tube pour permettre une bonne oxygénation. L’ensemencement est 
pratiqué avec 0,1 c. c. d’une culture de vingt-quatre heures cultivée 
en présence de la quantité de facteur V nécessaire pour obtenir un 
développement légérement visible. Les cultures sont faites en présence 
de quantités de cozymase variant de 0,14 A 0,025 y pour 10 c. c. de 
milieu. Les densités optiques mesurées étant trés faibles, l’erreur. doit 
étre assez importante. L’incubation est de quarante A quarante-deux 
heures. 

Pittman et Fraser ne signalent pas l’existence d’un maximum 
de densité optique ; peut-étre n’en existe-t-il pas avec la souche 
qu’ils emploient ; mais les auteurs américains ne donnent malheu- 
reusement pas de courbes de croissance pour justifier la tech- 
nique. Le trés long temps d’incubation est vraisemblablement da 
au mauvais ¢tat de la souche. 


I. — MiLieu DE CULTURE ET SOUCHE. 


Nous avons utilisé la souche 4101 du Lister Institute conservée 
a la collection de ]’Institut Pasteur. Nous avons entretenu cette 
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-souche dans le milieu de base indiqué plus bas (sans phosphate 
ni glucose) additionné d’extrait de levure préparé suivant la 
méthode décrite par A. et M. Lwoff (a raison de I goutte d’extrait 


= 


- dilué dix fois pour 5 ¢. c. de milieu). Toutes nos cultures sont 


- effectuées a 32°. 


Lorsque Kohn — aux Etats-Unis — a recu la souche 4101 de 


~ Londres, il a constaté une augmentation de 50 a 100 p. 100 du 


_qd’incubation, le glucose semble améliorer la croissance, mais 


développement bactérien par addition de glucose ou de saccharose 
au milieu. Aprés trois mois et demi de culture a 37° cette pro- 


pricté a brusquement disparu mais les bactéries continuaient, 


cependant a oxyder le glucose. 
Voici ce que nous avons observé avec notre souche entretenue 
a la collection de |’Institut Pasteur en bouillon peptoné additionné 
dextrait globulaire. Nous avons étudié le comportement des 
bactéries au premier repiquage dans le milieu a base de protéose- 
_ peptone additionnée d’extrait de levure. L’examen du tableau I 
montre que si les résultats sont notés aprés vingt-quatre heures 


aprés quarante-huit heures il n’y a plus de différence entre les 


Tasreau I. — Acidification du milieu 
par Hemophilus. parainfluenze en présence de glucose. 


TEMPS D' INCUBATION A 32° 


24 heures 48 heures © 


Milieu de base 
Milieu de base + glucose 0,05 p. 100. . 


Cultures effectuées en tubes de 16 mm. de diamétre contenant 5 c.c. de milieu de base, 
en présence d'un excés de facteur V. L’ensemencement était pratiqué avec II goultes 
d@une souche de vingt-quatre heures entretenue em bouillon additionné _d’extrait glo- 
bulaire. 4. o., densité optique. 


cultures effectuées en protéose seule ou additionnée de glucose. 
Ceci peut s’expliquer ainsi : les bactéries étant dans un milieu 
auquel elles ne sont pas adaptées, la vitesse de croissance est tres 
faible. Le glucose augmente cette vitesse de croissance mais le 
milieu s’acidifie rapidement et la croissance s’arréte. Au deuxieme 
repiquage la vitesse de croissance et le développement. apparent 


-sgont identiques dans le milieu 4 base de protéose dépourvu de 


tampon, qu’il soit ou non additionné de glucose. La souche se 


-‘comportera exactement de la méme fagon aprés un an de culture. 


Nous n’avons rien observé qui rappelle le phénoméne indiqué 
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par Kohn. Les expériences faites en tubes a essai, avec ou sans 
addition de glucose, ont donné souvent des résultats assez irré- 
guliers ; mais de ]’ensemble de nos expériences, nous pouvons 
conclure qu’il n’y a jamais eu d’augmentation significative de la 
croissance des bactéries par addition de glucose, a des concen- 
trations allant- de 0,3 p. 100 A 0,05 p. 100, au milieu de base, 
quelle que soit la quantité de facteur V présente. 

Nous venons de voir qu’en présence de glucose, Hemophilus 
parainfluenzx acidifie beaucoup le milieu; on pouvait done espérer 
obtenir des cultures plus abondantes en tamponnant le milieu 
glucosé avec du phosphate. Nous avons constaté que les bactéries, 
en présence d’un excés de facteur V, supportent des concentrations 
de phosphate de M/20 et méme de M/15; mais si les cultures sont 
effectuées en présence de faibles quantités de coenzymes, la crois- 
sance est irréguliére lorsque la concentration en phosphate est 
élevée. Nous avons done choisi pour les dosages la concentra- 
tion de M/40 qui, pour des cultures de densité optique propre 
inférieure 4 100 divisions de notre électrophotométre de Meunier, 
tamponne suffisamment le milieu (tableau II), Dans ces conditions, 
le développement microbien obtenu, en tubes a essai, en présence 
de phosphate et de glucose, est trois fois plus important environ 
que celui obtenu dans le milieu de base seul. 


Tasxeau II, 


DENSITE OPTIQUE DENSITE OPTIQUE 
maxima 


Cultures effectuées en fioles d’Erlenmeyer de 100 c.c. contenant 10 c.c. de milieu 
gees tamponné par du phosphate M/40, en présence de quantités variables de facteur 
© croissance. 


Nous avons ensemencé des cultures en fioles d’Erlenmeyer 
(suivant la technique indiquée plus bas) avec une souche adaptée 
au phosphate en présence de quantités variables de coenzymes 
dans les trois milieux suivants : a) milieu de base seul, b) milieu 
de base + glucose, c) milieu de base + phosphate + glucose. Les 
résultats de ces mesures sont donnés sur la figure 1. On constate 
que : 1° suivant la concentration en facteur de croissance le déve- 
loppement relatif des cultures dans les trois milieux étudiés peut 
varier ; en présence de phosphate, le seuil au-dessous duquel il n’y 
a plus de culture visible est plus élevé; 2° pour des concentrations 
plus élevées en facteur V, on observe une croissance beaucoup 
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plus importante en milieu glucosé et phosphaté que dans les deux 
autres milieux. 

__Nous avons done adopté pour les dosages un milieu glucosé 
_ et tamponné par du phosphate a la concentration de M/40. Pour 
_obtenir une solution qui ne précipite pas aprés incubation de qua- 
_ rante-huit heures a 32°, il faut opérer de la maniére suivante. 
Au milieu de base ayant la formule : 


Proteose-peplonesDilcOuene oes pee in bake oe 20 g. 
CUN SR tee ae ee ke ict ef.) >, Pigrener 20. tee 8 6 g. 
HO: bidistillées<-. = 2.5 = . Fipse: MER MMAR Oe ola hater vse 4 000 c.c. 
NaOH a0 sped 00% yet arts Gta. 8 yas q. Ss. pour pH 7,3 


on ajoute 100 c. c. d’un tampon M/2, PO,KH,— PO,Na,H 


s 6 Fe 6 
T de cozymese pour 100% 


' Fic. 14. — Cultures effectuées en fioles d’Erlenmeyer de 100 c.c. suivant la 
technique indiquée. La souche était adaptée au phosphate. Courbe 1, milieu 
de base; courbe 2, milieu de base + 3 p. 1.000 de glucose; courbe 3, milieu 
phosphaté et glucosé employé pour les dosages. 


de pH =7,7; on chauffe pendant vingt minutes 4 120° et on 
filtre a chaud ; on élimine ainsi un précipité trés abondant, cons- 
titué par des phosphates et par les substances précipitables de 
la protéose-peptone, Le milieu est ensuite réparti puis stérilisé 
_ pendant vingt minutes 4 110°. A 100 c. c. de ce milieu il faut 
ajouter les quantités suivantes des solutions stérilisées 4 part : 
1c. c. d'une solution de glucose a 30 p. 100; 4,5 c. c. du tampon 
de phosphate cité plus haut ; et une quantité convenable de fac- 
teur V. On obtient ainsi un milieu contenant du phosphate 4 la 
concentration de M/40 environ e! qui, aprés incubation de qua- 
rante-huit heures a 32°, reste parfaitement limpide. Les cultures 
sont effectuées en fioles d’Erlenmeyer de 100 c. c. stériles dans 
lesquelles on introduit 8 c. c. du milieu phosphaté et glucosé 
dépourvu de facteur V, puis un volume convenable de Ja liqueur 
a doser (préalablement stérilisée par filtration sur bougie Cham- 
berland L,) ; le volume total est ensuite complété a 9,75 c. c. par 
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de l’eau_ bidistillée stérile. L’ensemencement est pratiqué avec 
0,25 c. c. d’une souche adaptée par repiquages journaliers pen- 
dant au moins deux semaines en milieu phosphaté et glucosé. 
Pour obtenir des résultats reproductibles, il est trés important 
d’opérer avec une souche jeune, toujours du méme Age et cultivée 
en présence de la méme quantité de facteur V. Nous avons tra- 
vaillé avec des souches de dix-huit a vingt heures, cultivées en 
fioles d’Erlenmeyer contenant 10 c. c. de milieu glucosé tam- 
ponné, additionné de I gouttes d’extrait de levure dilué dix fois. 
Dans ces conditions, nous n’avons jamais observé de croissance 
dans la fiole témoin ne contenant pas de facteur V. 


II. — MersurE DE LA CROISSANCE ET ETALONNAGE. 


La croissance des bactéries est mesurée au moyen de |’électro- 
photométre de P. Meunier. Les mesures sont exprimées en gra- 


\ 


eures 


Fic. 2 — Cultures effectuées & 32°, dans des fioles d’Erlenmeyer de 1.000 c.c. 
contenant 75 c.c. de milieu. L’ensemencement est pratiqué avec 2 c.c. d'une 
souche Agée de vingt heures. Au bout de trente heures, on observe déja une 
diminution de densité optique de 7,2 p. 100. Les concentrations de cazymase 
dans le milieu de culture sont euviron : I, 3,25%410—8; Il, 510-8; 
TIL 835° 10 = 82,210 <-10)— 8; 


duations du coin photométrique de l’appareil. Une division cor- 
respond a une variation. de densité optique de 0,0035 pour une 
lumiére filtrée de } moyenne efficace de 0,55 1; la cuve a une 
épaisseur utile de 10 mm. Les mesures sont effectuées avec |’écran 
rouge. I] faut constituer 3 témoins : a) milieu non ensemencé ; 
b) milieu + solution a doser; c) milieu ensemencé. Du chiffre lu 
on soustrait absorption propre de la cuve contenant le milieu 
de culture, celle du liquide d’expérience et celle des bactéries 
apportées par ensemencement. D = d—(c + b—a). L’étude des 
courbes de croissance (fig. 2) montre que, dans les conditions 
précises que nous avons indiquées le maximum de densité optique 
des cultures effectuées en présence d’une faible quantité de fac- 
teur V (3,25 a 8,5 x 10—® de cozymase dans le milieu de culture) 
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est atteint au bout de vingt-quatre heures A 32°. La densité 
optique reste alors constante pendant quatre heures puis diminue 
lentement. Pour le dosage, le développement est mesuré apres 
vingt-six heures et vingt-huit heures de culture, et on retient la 
densité optique maxima. Avant d’introduire la culture dans la 
cuve, il faut Vagiter vingt secondes en prenant soin de ne pas 
provoquer la formation de mousse; on attend ensuite trois 
minutes environ que la densité optique se stabilise avant de faire 
la lecture. . 

Les courbes d’étalonnage donnant la densité optique des 
cultures en fonction de la concentration en coenzymes (cozymase 


oo.) 
100 


&0 


60 


rd 3 4 5 6 oO 4 ) - % 
3 
jes: 7 ee cozymase pour /o0°™ ~f oe cozymase pour 100%"? 
Fic. 3. — Courbes d’étalonnage. Les cultures sont effectuées en fioles 


d’Erlenmeyer de 100 c.c. contenant 10 c.c. de milieu glucosé tan:ponné. 


Fic. 4. — Courbes d’étalonnage de Hemophilus parainfluenzee en présence de 
différents échantillons de cozymase. 1, cozymase pure (A); 2, cozymase 
50 p. 100 environ (B). 


pure) du milieu de culture (fig. 3) montrent que, pour une densité 
optique propre de la culture inférieure a 80, le développement 
bactérien est proportionnel a la quantité de facteur de croissance 
présente ; les points se rangent suivant une droite. Pour des 
expériences différentes, les droites obtenues ne coincident pas 
mais sont paralléles ; ces différences sont dues sans doute aux 
légéres variations que peut présenter la souche d’une expérience 
a l’autre et en particulier 4 la plus ou moins grande quantité de 
facteur de croissance apportée par l’ensemencement. En fait, le 
témoin dépourvu de facteur V ne présente jamais aucun déve- 
loppement microbien dans les conditions ov necus_ travaillons, 
mais les courbes d’étalonnage montrent que le seuil en dessous 
duguel il n’y a plus de développement d’Hemophilus parain- 
fluenze est assez élevé : au minimum 0,5 y de coenzymes pour 
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100 c. c. de milieu. Il est donc nécessaire pour chaque dosage 
d’ensemencer une culture en présence d’une quantité connue de 
cozymase (par exemple 3,5 y de cozymase pure pour 100. cen 
par le point ainsi déterminé, on fait passer la courbe d’étalonnage 
de pente connue (il est possible que la courbe d’étalonnage varle 
d’un échantillon de protéose a l'autre ; il est bon de I’établir de 
nouveau pour chaque flacon). Nous préparons, en outre, trols 
séries de 2 fioles contenant des dilutions variables des solutions 
4 doser ; la densité optique propre des cultures obtenues doit étre 
comprise entre les divisions 40 et 80 de notre photoméetre ; elle est 
mesurée aprés vingt-six heures d’incubation pour l'une des fioles 
correspondant a chacune des dilutions, aprés vingt-huit heures pour 


cm3 durine 


a. 0. 0.25 05 0,75 7 


“4 
T de cozymase pour sagcms 


lic, 5. — Courbes d’étalonnage en présence d'urine. 
1, solution de cozymase pure; 2 et 3, échantillons d’urine. 


Vautre. On porte les points correspondants aux trois dilutions 
sur le méme graphique que la courbe d’étalonnage. Si l’on admet 
que pour un méme développement bactérien la concentration en 
coenzymes dans le milieu de culture est la méme, il suffit de 
tracer une ligne horizontale correspondant 4 une valeur quel- 
conque de la densité optique (nous avons choisi 60 en général) 
et de lire la quantité de cozymase correspondant au volume du 
liquide étudié introduit dans le milieu de culture (fig. 5). 


III. — VaLeur DES RESULTATS OBTENUS. 


I] est ainsi possible d’utiliser la mesure du développement 
d’ Hemophilus parainfluenze pour évaluer la teneur en cozymase 
d’un milieu donné. Mais la spécificité de ce test étant mal connue, 


il est trés difficile de savoir exactement quelle valeur on peut 
attribuer a ces résultats. 
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Tous les chiffres que nous avons donnés dans ce travail sont 
rapportés 4 des solutions de coenzyme I pur [A] (1), le titre des 
solutions étant vérifié par le dosage de l’acide nicotinique a l’aide 
du test Proteus, aprés hydrolyse en présence de HCl. Nous avons 
également étudié un échantillon de cozymase impure (B), de titre 
approximatif 50 p. 100. Avec les deux échantillons A et B, nous 
avons fait des solutions renfermant la méme quantité d’acide nico- 
tinique (dosé par le test Proteus). La croissance observée est 
deux fois et demi plus élevée avec la cozymase impure (B) qu’avec 
la cozymase pure (A) [voir fig. 4]. La cozymase A provient de la 
levure, alors que la cozymase B provient du muscle ; il est pos- 
sible qu’une de ces substances soit plus active que l’autre. Mais 
il faut remarquer que c’est la cozymase B, impure, qui est la 
plus active; on pourrait donc envisager que cet échantillon 
contient une substance qui favorise l’utilisation du coenzyme. 
Nous avons observé que Proteus vulgaris se comportait également 
de facon différente a l’égard des deux échantillons A et B 
(M. Morel, 1948). 

Par ailleurs; dans les tissus animaux, il existe en général un 
mélange des coenzymes I et II. A. et M. Lwoff ont montré que 
Hemophilus parainfluenze pouvait se développer soit en présence 
de cozymase, soit en présence de coenzyme de Warburg; mais 
aucune étude quantitative n’a été faite sur l’activité comparée de 
ces substances et il est fort possible que le rendement de la 
croissance ne soit pas le méme en présence de cozymase, de 
coenzyme de Warburg ou d’un mélange de ces deux corps. 

La méthode que nous venons d’exposer permet de doser 
l’ensemble des corps actifs en tant que facteur de croissance pour 
Hemophilus parainfluenze. Lorsque les expériences portent sur 
des milieux biologiques qui renferment un mélange des deux 
coenzymes en proportion déterminée, il est trés difficile d’établir 
la relation qui existe entre la croissance bactérienne mesurée et 
Ja teneur réelle du tissu en coenzyme. Nous nous bornerons a 
déterminer la quantité de cozymase pure équivalente 4 la sub- 
stance étudiée. 


IV. — APPLICATION A L’ETUDE DE L’URINE. 


Parmi les dérivés pyridiniques normaux de l’urine se trouve 
le facteur V. Spies et Koch (in Vilter, Vilter et Spies) ont montré 
gue l’addition d’urine humaine a la concentration de 1 p. 100 et 
méme quelquefois 1 p. 1.000, 4 un milieu de culture peptoné, 
permettait le développement d’Hemophilus parainfluenze. Pittman 
et Fraser ont trouvé également des coenzymes dans |’urine du 


(1) Nous sommes redevable de cet échantillon de cozymase au Pro- 
fesseur P. Karrer. Nous sommes heureuse de le remercier Ici. 
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chien. Celui-ci excréte en moyenne, en quatre heures, 8 y de fac- 
teur V par kilogramme. 

Tous nos dosages ont porté sur des urines humaines. L’urine 
était mise ala glaciére immédiatement apres ]’émission et conservée 
& 0° jusqu’au moment du dosage ; ceci pour éviter tout développe- 
ment microbien qui pourrait apporter des coenzymes et pour 
empécher la destruction du’ facteur V présent dans urine. 
L’urine est filtrée sur bougie Chamberland L, et introduite telle 
quelle dans le milieu de culture indiqué. Les volumes d’urine 
qu’il faut ajouter a 10 c. c. de milieu pour effectuer le dosage 
peuvent varier de 0,25 ou 0,50 c. c. (concentration 1 p. 40 et 
1 p. 20 dans le milieu) pour des urines normales, a 1 ou 1,25 ¢. c. 
(1 p. 10 et 1 p. 6 dans le milieu) pour des urines trés pauvres en 
coenzymes. 

La figure 4 donne une courbe type obtenue au cours d’un 
dosage. Il était nécessaire de savoir si l’urine n’apportait pas 
au milieu de culture des substances permettant une meilleure 
utilisation du facteur V-et par conséquent une croissance bacté-— 
rienne plus importante pour une concentration donnée en coen- 
zymes dans le milieu de culture. Des courbes d’étalonnage 
établies avec des cultures effectuées dans un milieu a base de 
protéose-peptone seul, ou dans ce milieu additionné de V gouttes 
d’urine (filtrée) pour 10 ¢. c., sont paralléles (fig. 4), la différence 
dordonnées correspondant au développement bactérien dd au 
facteur V apporté par Vurine. Nous avons vérifié par ailleurs 
que la présence d’urine dans le milieu ne modifie pas la vitesse 
de croissance des bactéries ; le maximum est toujours atteint, 
dans les conditions indiquées, aprés vingt-quatre a vingt-huit 
heures d’incubation. 

Nous avons dosé le facteur V dans le méme échantillon d’urine : 
1° le jour méme ; 2° aprés deux a six jours a 0°. Les chiffres 
obtenus sont consignés dans le tableau III. 


TaBLeau lll. — Gonstance des résultats obtenus 
a plusieurs jours d’intervalle sur trois urines différentes. 


Act dosage 

2° dosage (2 jours a 0°) 
3* dosage (4 jours a 0°). . 
4° dosage (6 jours a 0°) 


Moyenne 


Ecart maximum p. 100. . 


Les chiffres représentent des 7 de cozymase pour 100 c.c. 
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__ Etant donné que |’on peut retrouver la nicotinamide ajoutée a 
urine et que les chiffres obtenus au cours des différents dosages 
d'un méme échantillon d’urine sont constants, la méthode de 
- dosage peut étre: utilisée. 

_Résultats. — 1° Le tableau IV donne les résultats obtenus avec 
divers échantillons d’urine ; la colonne 4 indique l’excrétion uri- 


Taste,u [V. — Teneur de l’urine en coenzymes. 


: VITAMINE P.P. 
NOHUME Y MELLICRAMME en milligrammes par 24 heures 
@urine de de 
Z SUJETS par cozymase cozymase 
24 heures pour par correspondant 
a 
la cozymase sans aprés 
hydrolyse | hydrolyse 


dosée (1) 


(en c.c.) | 100 c.c. 24 heures 


2 4.630 1,04 2,5 
1 510 1,18 

é 950 4,47 

= 4 570 1,15 ; 1,2 
2 000 1.16 2 ; 
4 460 4,45 1,84 


(1) A laide du test Proteus par la technique de C. Lataste (1939). A, et A,, urines d’un 
méme sujet a sept jours d'intervalle; z, malades d’hépitaux. 


Pa 


naire de cozymase en milligrammes par vingt-quatre heures. Les 
_ valeurs trouvées oscillent entre 1,01 et 1,47 mg., la moyenne de 
six déterminations étant de 1,25 mg. Les variations observées, 
soit chez un méme sujet normal, soit chez différents sujets, sont 
-. trés faibles. 
— 2° Nous avons effectué parallélement sur les mémes urines le 
dosage de la vitamine P.P. a l’aide du test Proteus, suivant 
_ C. Lataste. On constate que Ja nicotinamide combinée sous forme 
de coenzyme représente seulement une faible partie (1/6 a 1/13) 
~ de la vitamine P.P. totale dosée aprés hydrolyse acide. On sait que 
‘la croissance de Profeus vulgaris en présence d’une quantité 
donnée de cozymase est augmentée de 50 p.100 si cette substance 
a subi au préalable une hydrolyse acide (M. Morel, 1943). Par 
autoclavage de l’urine en milieu acide, le coefficient d'utilisation 
de la nicotinamide combinée sous forme de coenzymes augmente 
done de 50 p. 100, mais étant donné que celle-ci ne représente 
- qu’une faible proportion de la vitamine totale de l'urine, I’hydro- 
lyse des coenzymes ne peut rendre compte de l’augmentation de 
la concentration en facteur de croissance pour Proteus qui a été 
- observée par C. Lataste sur l’urine chauffée. 
3° Nous avons constaté que chez un sujet normal, |’ingestion 
de nicotinamide, méme a dose éleyée, était sans influence sur 
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excrétion urinaire en coenzymes (tableau V). Ces résultats sont 
en contradiction avec ceux de Spies et Koch qui avaient constaté 
une augmentation du taux de coenzymes dans l’urine aprés inges- 


Taptgau V. — Influence de l’ingestion de nicotinamide 
sur la teneur de l’urine en coenzymes. 


VOLUME Y MILLIGRAMME 
durine de cozymase de cozymase 


par pour ar 
24 heures 100 c.c. 24 heures 


Avant traitement 63 62 
Aprés traitement (1). . . . ; 45 


(1) Sujet normal ayant absorbé 600 mg de vitamine P. P. en trois fois pendant les trois 
jours qui ont précédé le dosage. 


tion de 500 mg. d’acide nicotinique chez un sujet dont l’excrétion 
était faible. Mais les conclusions de ces auteurs peuvent étre 
mises en doute car ils n’utilisaient pas de mesure photométrique 
et évaluaient seulement le développement microbien a l’ceil nu. 
Nos résultats sont par contre en accord avec ceux de Pittman 
et Fraser qui ont montré, d’une part, que l’excrétion urinaire de 
coenzymes était la méme chez le chien normal et chez le chien 
atteint de blacktongue et, d’autre part, que l’administration a cet 
animal d’acide nicotinique a raison de 1,2 mg. par kilogramme 
et par jour, ou |’addition au régime alimentaire de foie ou de 
levure ne modifiaient pas cette élimination. 


CONCLUSIONS. 


Nous avons étudié les conditions du dosage des phospho-pyri- 
dino-nucléotides (coenzymes I et II) au moyen du test Hemophilus 
parainfluenze et appliqué ce dosage a |’étude de l’urine humaine. 

1° La quantité de phosphate permettant le développement bac- 
térien maximum en relation avec la quantité de facteur V a été 
¢tablie et nous avons mis au point un procédé pour obtenir une 
solution peptonée additionnée de phosphate M/40 qui ne précipite 
pas aprés séjour prolongé a 382°. 

2° La courbe du développement bactérien a été suivie. Dans les 
conditions des expériences, le maximum de la croissance est 
atteint apres vingt-quatre a vingt-huit heures d’incubation a 32° 
et ne dure que quatre heures. 

3° Au-dessous d’une certaine concentration en coenzyme, le 
développement bactérien est nul. Au-dessus du seuil, la courbe 
donnant le développement en fonction de la concentration en 
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enzyme est une droite 4 condition que celle-ci ne soit pas trop 
plevée.  _ _= / 
3 4° En utilisant Vensemble de ces propriétés, nous -avons établi, em, 
par comparaison avec le développement en présence d’une quan- 
ité connue de cozymase, les conditions du dosage des coenzymes. 
5° L’homme excréte en moyenne, en vingt-quatre heures, |’équi- 
ent en Sees de 1,2 mg. de pan 
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ASSOCIATION DES MICROBIOLOGISTES 
DE LANGUE FRANGAISE 


(Institut Pasteur, 25, rue du Docteur-Roux, Paris (15°.) 


Séance du 10 juin 1943. 


COMMUNICATIONS (SUJTE ET FIN) 


SUR UNE NOUVELLE ESPECE ANAEROBIE ISOLEE 
DE L'HUITRE /WFLABILIS SETIENSIS 0. sp. 


———— 


par A.-R. PREVOT et M. RAYNAUD. 


Au cours de la recherche des anaérobies pratiquée sur 12 huitres 
provenant de Séte, nous avons isolé une espéce nouvelle. 7 

C’est un batonnet de 1,5 y, a 2, de long sur 0,7 w de large, Gram- © 
pesitif, immobile, présentant des spores clostridiennes, subterminales, | 
qui résistent une minute a 1’ébullition. 

C’est un anaérobie strict, poussant entre pH 38,2 et pH 8,8 avec 
optimum de culture entre 7,3 et 8,8, donc avec préférence pour — 
les pH nettement alcalins. En gélose profonde, il forme des colonies — 
lenticulaires et produit du gaz. Il trouble le bouillon glucosé et dégage ‘ 
également du gaz, non fétide. Il pousse pauvrement en eau peptonée — 
a 2 p. 100. La-gélatine n’est pas liquéfiée. Le lait n’est pas coagulé. 
Les protéines coagulées (sérum, blanc d’ceuf) ne sont pas attaquées, 
ni Ja fibrine. Il réduit le rouge neutre, la safranine et la phénosafra- 
nine. Le nitrate de sodium n’est pas réduit en nitrite. 

Les glucides suivants sont fermentés : glucose, Iévulose, galactose, 
lactose, maltose, saccharose, xylose, arabinose et glycérine. 

La fermentation du bouillon VF glucosé & 1 p. 100 est énergique. 
Aprés huit jours de fermentation, le pH est passé de 7,8 A 6,8. Dans 
Jes produits terminaux on ne trouve ni indol, ni SH,, ni amines vola- 
tiles, ni cétone, ni acétylméthylcarbinol. Le taux d’NH, y atteint 0,03 g. 
pour 100 c. c. de culture, et le taux de l’acidité volatile 0,105 g. pour 
100 c. c. C’est un mélange d’acides butyrique et acétique dans la pro- 
portion de 1 pour 3. Il produit aussi de l’acide lactique. 

Cet anaérobie n’est pas pathogene pour le cobaye, et ne produit ni 
toxine, ni hémolysine. f 

Position dans la systématique : Sa spore clostridienne le classe 
parmi les Clostridiales. Son immobilité et la positivité du Gram le 
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classent dans ‘le genre Inflabilis (1). Etant gazogéne et non protéo- 
lytique, il ne peut étre comparé qu’aux espéces I. teras, I. sanguicole, 
I. barati, I. plagarum et I. carbonei. 


I. teras est beaucoup plus grand, a des colonies punctiformes et est 
§ pathogéne et hémolytique. 


I. sanguicole est également de grande taille, liquéfie la gélatine 
- coagule le lait, est pathogéne et hémolytique. 

_ I. barati coagule le lait. 

_  d. plagarum liquéfie la gélatine et coagule le lait. 

| I. carbonei donne des colonies rouge vif et coagule le lait. 

: Ml s’agit donc bien d’une espéce nouvelle pour laquelle nous pro- 
- posons le nom d’Inflabilis setiensis en raison de son origine. 


A (Institut Pasteur. Service des Anaérobies.) 


_ RECHERCHES ENZYMATIQUES 
SUR LES MUTATIONS BACTERIENNES 
1. — LA CARBOXYLASE DE L’ACIDE OXALOACETIQUE 


. CHEZ LA FORME NORMALE 
a ET LE MUTANT « SUCCINATE » DE MORAXELLA LWOFFI 


par Anprt LWOFF et Arice AUDUREAU. 


La souche normale de Morazella lwoffi.(souche N), incapable d’uti- 
- liser les acides succinique, fumarique et l-malique, donne régulié- 
_ rement une mutation « succinate » (souche S) susceptible de proliférer 
~ aux dépens de ces acides (1). Nous avons cherché a définir ta variation 
‘enzymatique corrélative de cette transformation ou la conditionnant. 
L’hypothése la plus simple était que les bactéries S sont capables 
d’altaquer les acides succinique, fumarique et malique alors que les 
bactéries N sont dépourvues de ce pouvoir. 

On sait que l’acide succinique peut étre métabolisé par les bactéries 
comme par les levures et par les tissus animaux suivant la voie 
acides succinique —> fumarique —> malique —> oxaloacétique > pyruvi- 
que (2), chacune des réactions étant sous la dépendance d’un enzyme 
- spécifique: succinodéhydrase, fumarase, malicodéhydrogénase, carboxy- 
lase. Les souches N et S produisent de l’acide oxaloacétique 4 partir 

des acides fumarique et malique, que la fumarase transforme en ut 
mélange équilibré des deux corps.. Dans une solution de malate ou 
de fumarate A 0,1 p. 100, il y a production d’environ 40 y d’acide 
oxaloacétique par centimétre cube en une heure 4 25° — dosage par 


(1) A-R_ Prtvot, Manuel de Classification des Anaérobies, Mass vn, édit., 
- Paris, 1940, 95. ‘ 
(1) A. Lworr et A. Aunureau, ces Annales, 1941, 68, “4177; 67, 94: — 
A. Aunoureau, ibid., 1942, 68, 528. 

(2) QuastEL et WuetHam, Biochem. J., 1924, 48, 519. — Watxer, Supra- 
~waniAM, Stent et Burrerworrn, ibid., 1931, 25, 129. ' 
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la méthode de Straub (3) — pour une suspension de densité optique 130 
x l’électrophotométre de Meunier. A partir de l’acide succinique, la 
formation d’acide oxaloacétique est plus tardive et plus lente : 5y en 
deux heures dans les mémes conditions. 

Il semblait a priori assez invraisemblable qu’une mutation d’espéc 
relativement rare comme celle qui est étudiée ici pdt porter simulta- 
nément sur 3 enzymes différents, & moins d’admettre que ceux-ci 
possedent un groupement commun. On pouvait se demander sj 1’inca- 
pacité d’utiliser les acides succinique, fumarique et malique n’était 
pas due 4 un défaut d’utilisation d’un produit commun de leur méta- 
bolisme, en l’espéce l’acide oxaloacétique. On sait que l’acide oxalo- 
acétique se décarboxyle spontanément en donnant de l’acide pyruvique. 
Mais les dosages ont montré que, dans les conditions de |’expérience, 
en milieu tamponné de pH 7,5 a 25°, il disparait 8 p. 100 d’acide oxalo- 
acétique en une heure ; la quantité d’acide pyruvique formé est insuffi- 
sante pour assurer la nutrition carbonée des bactéries. 

Nous avons alors étudié comparativement le sort de l’acide oxalo- 
acétique en présence des bactéries N et S. Les expériences ont été 
réalisées avec l’acide hydroxyfumarique (4) ; l’acide hydroxymaléique 
se comporte de la méme facon. Les formes énoliques de l’acide oxalo- 
acétique se transposent spontanément en la forme cétonique dans les 
solutions aqueuses. 


Les bactéries sont cultivées A, 28° dans un milieu synthétique (1) 4 base 
-de sulfate d’ammonium et d’acide acétique ou d’acide J-malique. Elles sont 
centrifugées et remises en suspension dans le méme milieu dépouryvu @ali- 
ment carboné. En présence des bactéries S (suspension de densité 
optique 130 A l’électrophotométre de Meunier), la décarboxylation est rela- 
tivement rapide 4 .25° : il disparait environ 50 y d’acide oxaloacétique en 
trente minutes lorsque sa concentration varie de 43 a1 x 10—4. La 
décarboxylation est alors sensiblement linéaire. Au-dessous de 64 4x 10—5, 
la vitesse diminue et, dans certaines expériences, tend vers zéro pour des 
concentrations voisines de 5 x 10—§&. 

Avec les bactéries N, dans les mémes conditions, la décarboxylation est 
“notablement plus lente. Il disparait en trente minutes suivant les concen- 
trations : 29 y pour 8 x 10—4, 22y pour 4 x 10—4, 9 y pour 0,8 et 
0,5 x 10—4. Pendant la deuxiéme demi-heure, la vitesse de décarboxylation 
diminue de plus de 60 p. 100 et elle tend rapidement vers zéro, la courbe 
devenant paralléle 4 la courbe de décarboxylation spontanée une heure 
A une heure trente aprés le début de l’expérience, que la concentration 
de lacide oxaloacétique soit de 0,8 ou de 8 x 10—4., 


La production enzymatique d’acide pyruvique aux dépens de l’acide 
oxaloacétique est donc notable dans le cas des bactéries S puisqu’elle 
est de l’ordre de 66+ en une heure dans les conditions de nos expé- 
riences, alors qu’aprés une heure elle devient nulle dans le cas des 
bactéries N. 

L’acide pyruvique neprésente un aliment carboné pour les bacté- 
ries N et S. Il est attaqué assez rapidement et on n’en trouve pas dans 


(3) Zeit. physiol. Chem., 1936, 244, 105. 

(4) Nous remercions M™¢ Tréfouél qui a bien voulu synthétiser pour 
nous les acides hydroxyfumarique et hydroxymaléique, et le professeur 
A. Morel, de Lyon, qui a mis aimablement & notre disposition un échan- 
tillon d’acide oxaloacétique préparé par lui. 
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les conditions normales de culture, Mais si on supprime le phosphate, 
le milieu amené a pH 3,5 par l’addition d’acide oxaloacétique devient 
impropre au métabolisme de l’acide pyruvique qui s’accumule et que 
Von peut alors doser par la méthode de Straub A Valdéhyde salicy- 
lique (3). On constate ainsi que les souches N et § produisent toutes 
deux de l’acide pyruvique aux dépens de l’acide oxaloacétique. 

L’étude de la consommation d’oxygéne avec l’appareil de Warburg 
montre que les bactéries S respirent en présence d’acide oxaloacétique 
— manifestement aux dépens de l’acide pyruvique produit par sa 
décarboxylation alors que la respiration des bactéries N est négligeable 
ou nulle. 

De nombreuses expériences sur lesquelles nous reviendrons (5) ont 
montré que le non-développement des formes N en présence des acides 


= 
4 60. 80 20 40 60 80 700 720 140 760 
3 minutes minutes 


Fic. 1. — Destruction de Vacide oxaloacélique par Moraxella lwoffi. — Les expé- 
riences sont réalisées 4 25° en milieu tamponné de pH 7,5; densité optique 
des suspensions : 130 4 |’électrophotométre de Meunier. En abscisses, temps en 
minutes; en ordonnées, y d’acide oxaloacétique par centimétre cube; ¢, temoin 
N, bactéries normales; S, mutation « succinate ». 


_succinique, fumarique et malique ne tient pas a la production de 


substances inhibitrices et qu’en particulier l’acide oxaloacétique, 4 des 
concentrations variant de 0,4 a 4 x 10—*, n’inhibe pas la respiration 
des bactéries N en présence d’acide acétique pas plus que celle des 
bactéries S en présence des acides acétique ou malique. La souche N 


se multiplie d’ailleurs fort bien en présence d’un mélange d’acide 


acétique et malique et ce, malgré l’accumulation d’acide oxaloacétique. 
L’incapacité des bactéries N a utiliser les acides succinique, fuma- 
rique et malique, semble donc bien tenir 4 un défaut du métabolisme 


de l’acide oxaloacétique entrainant une production insuffisante d’acide 


pyruvique. ; 
L’ensemble de ces données nous conduit aux conclusions suivantes : 
1° Les Morazella possédent une carboxylase de |’acide oxaloacétique. 
La nature enzymatique de la décarboxylation de l’acide oxaloacétique 
par la levure et le muscle a été mise en doute a la suite de consta- 


(5) Un mémoire détaillé paraitra dans ces Annales. 
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tations relatives A une action décarboxylante de préparations bouillies. 
Les bactéries N et S portées a ]’ébullition pendant deux minules per- 
dent leur pouvoir décarboxylant. L’action carboxylasique des Moraxella 
parait done bien étre de nature enzymatique. 

2° La mutation N—>S ne consiste pas en l’apparition de novo d’un 
enzyme mais en la transformation d’un enzyme préexistant. La car- 
boxylase de la forme N, comme celle de la forme 8, décarboxyle l’acide 
oxaloacétique et donne de l’acide pyruvique. Mais l’activité de l’enzyme 
mutable tend rapidement vers zéro alors que celle de l’enzyme muté 
se poursuit. : 

8° La conception selon laquelle les enzymes, ou tout au moins ~ 
certains d’entre eux, sont des formations auto-catalytiques a été 
défendue (6). On peut se demander si les mutations bactériennes ne 
résultent pas de modifications directes des enzymes, tout comme les 
mutations des organismes supérieurs sont dues A des modifications 
des génes que l’on a d’ailleurs de plus en plus tendance a assimiler 
4 des enzymes. Comme les mutations des organismes nucléés sont des 
transgénations, les mutations bactériennes seraient des « transenzy- 
mations ». ; 

Quoi qu’il en soit, la mutation étudiée n’est la manifestation ni 
d’un changement quantitatif, ni d’un changement dans la nature de 
la réaction chimique effectuée qui est la méme pour ]’enzyme mutable 
et pour l’enzyme muté. Du point de vue fonctionnel, la muta- 
tion N—>S apparait comme une modification de la cinétique de la 
carboxylase de l’acide oxaloacétique, manifestation évidente d’une 
modification de la structure. de l’enzyme. 


(Service de Physiologie Microbienne de lUInstitut Pasteur.) — 


UN CAS D’ANTAGONISME MICROBIEN DANS LE GROUPE 
DU MEGATHERIUM 


par M. ROUYER. 


De nombreux observateurs ont étudié 1’hétéroantagonisme microbien 
depuis le temps ot Pasteur (1) constata, au cours de ses recherches sur 
le charbon, |’action inhibitrice de différents microbes, notamment celle 
du bacille du choléra des poules sur la bactéridie charbonncuse. 

Le phénoméne d’antagonisme entre microbes d’un méme groupe 
est beaucoup plus rare et n’a été décrit que chez un pelit nombre 
d’espéces (2) : Bacillus anthracis (Sirotinin), Staphylococcus et Bacillus 
pyocyaneus (Fredereich), Bacterium. coli (Conradi), Streptococcus pneu- 
moniae (Mac Leed). 

Il nous‘a donc semblé intéressant de signaler un cas d’isoantagonisme 
dans le groupe du B. megatherium. 


(6) A. Lworr, Recherches biochimiques sur la nutrition des Protozoaires, 
Masson, édit., Paris, 1932. 


(1) L. Pasteur, C. R. Ac. Sci., 1877, 95, 107 ; ibid., 1880, 94, 315. 
(2) M. V. NacuinovsKaya, Microbiology (en russe), 1938, 7, 238. 
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Den Dooren de Jong (3) a montré qu’une variété de megatherium 
asporulé qu’il appela « mutilat » était sensible au bactériophage du 
_ B.-megatherium sporulé 899. ‘ 
p A partir de ce mutilat sensible, Wollman (4) obtint, comme le firent 
_ Bordet et Ciuca (5) pour le Bacterium coli, une variété résistante et 
_ lysogéne. 
a Désirant vérifier la résistance d’un mutilat lysogéne vis-a-vis du 
q bactériophage mégathérium, nous avions, pour éviter de préparer 
 celui-ci, étalé a la surface d’une gélose I goutte de suspension assez 
_ dense de mutilat résistant avec I goutte contenant 200 a 300 éléments 
_de B. megatherium 899. Le lendemain, chaque individu de méga- 
_ thérium disséminé dans la masse du mutilat résistant donna naissance 
- en se développant A une minuscule colonie entourée d’un étroit cercle 


transparent. Devant ce résultat inattendu nous ftimes obligé d’exa- 


miner l’action isolée du bactériophage megatherium 899 vis-d-vis du 
_mutilat résistant. Comme il était présumé, aucune lyse ne se mani- 
festa. La bactériophagie étant hors de cause, c’est donc un cas d’iso- 
_ antagonisme bactérien. Quel est son mécanisme ? Y a-t-il production 

de substances lytiques ou inhibitrices diffusibles > Ainsi que nous 
—venons de le voir, le filtrat d’une culture en bouillon du B. mega- 

therium 899 ne provoque pas la lyse du mutilat résistant. On ne la 


met pas plus en évidence par diffusion 4 travers une couche de gélose 


de 2 mm. d’épaisseur. 
Exprrience. — De la gélose a 0,5 p. 100 est coulée sur une plaque de 
verre 6X13 cm. bordée par un cadre sur trois cétés, et placée dans 
une boite de Petri de 15 cm. dont le couvercle est garni de quatre épais- 
_ seurs de papier filtre. Sur 2 plaques ainsi préparées une surface d’environ 
3 x 4 cm. est ensemencée avec du B. megatherium 899. 
' Pour éviter la dessiccation, les boites sont placées dans une cloche 
contenant de l’eau, et'le tout est mis 4 ]’étuve 4 36° pendant quarante-huit 
heures. La plaque de verre est retournée et l’on fait glisser la lame de 
_gélose par le cété non bordé, de facon A ce que sa partie supérieure 
ensemencée vienne s’étaler sur le fond de la boite de Petri. L’autre surface 
de chaque plaque est alors ensemencée avec I goutte de suspension, lune 
de mutilat sensible, l’autre de mutilat résistant. Aprés douze heures d’incu- 
_bation a 36° la gélose témoin ensemencée avec le mutilat sensible montre 
une couche bactérienne parsemée de plages de lyse provoquée par la 
diffusion du bactériophage A travers la gélose. Celle ensemencée avec le 
mutilat résistant présente une couche bactérienne homogéne hien que 
seulement séparée par 2,1 mm. de gélose d’une culture abondante de 
_B. megatherium 899. 

La zone claire entourant les petites colonies antagonistes est trés étroite ; 
pour en faciliter examen il était désirable de l’obtenir la plus large pos- 
sible. Elle peut acquérir 3 & 4 mm. si le bacille antagoniste est abon- 

damment ensemencé. Ce résultat est atteint : soit en déposant sans I’étaler 
‘I goutte de suspension du bacille inhibiteur 4 la surface de la gélose d'une 


-boite de Petri préalablement ensemencée avec le bacille 4 inhiber, soit . 


en touchant la surface de la gélose ensemencée avec l’extrémité d'un fil 
de platine enduit d’un peu de culture sur gélose du bacille inhibiteur. A la 
-périphérie de la goutte il se produira une large zone claire pouvant 


(3) Den Dooren ve Jone, Zentralbl. Bakt., 1931, 420, . 1. 
(4) Wottman et M™e E. Wortman, ces Annales, 1938, 60, 1. 
(5) J. Borver et M. Cxuca, C. R. Sue, Rial, 197), 84, 748. 
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atteindre 2 4 3 mm. de large. A l’endroit touché par le fil de platine, il se 
forme une grosse colonie de 2 4 3 mm. de diamétre, entourée d'une zone 
transparente de 2.4 3 mm. de large. La zone claire, qui semble a l’examen 
direct étre constituée par une surface nue de gélose, se montre, examinée 
in situ au microscope, couverte d’un mince enduit formé par le microbe 
inhibé sans trace de lyse. La couche microbienne va en s’amincissant 
progressivement depuis le bord externe formé par la couche normale 
épaisse et opaque jusqu’a la périphérie de la culture antagoniste qui est 
limitée par un bord épais et régulier. 

Technique : A Vaide d’une lamelle couvre-objet de 22 x 22 mm., la gélose 
de la boite de Petri est découpée A lendroit intéressant, le carré de 
gélose est soulevé A l'aide de la lamelle et déposé sur une lame porte~- 
objet. On colore au bleu de toluidine A 0,5 p. 100, phéniqué ; la gélose 
est ensuite couverte d'une lamelle. On peut examiner la préparation telle 
quelle ou, si on veut la conserver quelques jours, luter les bords a la 
paraffine. 

Les phénoménes d’antagonisme ne se manifestent que sur les trés 
jeunes cultures. 

Une gélose sur laquelle a été étalé du mutilat résistant est mise A 36°, 
puis est ensemencée par points de demi-heure en demi-heure avec du 
B. megatherium 899. La largeur de la zone claire bordant la colonie 
reste & peu prés constante jusqu’A deux heures dincubation, elle diminue 
ensuite et ne se formera pas chez les cultures viecilles de plus de cing 
heures. A ce moment, les deux couches microbiennes s’aflrontent sans 
présenter de zone claire entre elles. C’est en cinq et six heures d’incu- 
bation que la zone claire présente sa plus grande largeur, elle n’aug- 
mentera plus par la suite, les cultures de cing heures, comme nous 
venons de le voir, n’étant plus inhibées; elle diminuera méme un peu 
par accroissement de la colonie antagoniste. Toutes ces manifestations 
d’antagonisme sont trés atténuées si on opére sur gélose décalcifiée par 
Voxalate de soude. Nous avons recherché si 3 souches de B. megatherium : 
Pain, B3, B5 venant de la collection de M. Lemoigne, avaient des pro- 
priétés antagonistes vis-a-vis du mutilat résistant. Seul le B3, qui était 
aussi lysogene, présenta ce caractére. : 
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wdnlotent sur 899 sur B.3 sur B 5 SUR PAIN 


MEGA. SOD =: as 
mega. B 3. . 


| mega. BBA aie 
. mega. Pain. . 


B 
B 
B 
B 
Mulilat résistant. . 


Si l’on fait systématiquement réagir les diverses souches les unes 
sur les autres, le tableau montre que les méga 899 et B3 sont anta- 
gonistes pour toutes les bactéries essayées. C’est le plus abondamment 
ensemencé qui devient antagoniste de l’autre. 

Dans les mémes conditions le mutilat résistant est faiblement anta- 
goniste pour la souche Pain et nettement pour la souche B5. Par 
contre, les mégathériums Pain et B5, quelle que soit l’abondance de 
an ensemencements, ne sont jamais antagonistes pour les bactéries 
étudiées. 


Nl résulte de ce travail que cet exemple d’isoantagonisme ne peut — 


; 


{ 


>. 
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tre rapporté 4 Ja production d’une substance inhibitrice ou lytique. i 
ql est par contre possible de le comparer A des cas ot de deux espéces eae 
se disputant le méme élément nutritif, celle qui cultive le plus vite ce 
(ou est le plus abondamment ensemencée) inhibe le développement je 
de l'autre. ee . 
4 Avant de conclure dans ce sens, il y aura lieu toutefois d’écarter es 
définitivement I’hypothése de la sécrétion par l’un des bacilles de <i 
substances nuisibles 4 la multiplication de l’autre. — 


fe 2 <2 
(Institut du Radium, Fondation Curie. a. 
_. Laboratoire de recherches sur les bactériophages, Institut Pasteur.) bey: 
Séance du 41° juillet 1943. | en 

ime 

: Présidence de M. Nort Bernarp. ack: ‘i 
COMMUNICATIONS es 

SUR LA NON-ADDITIVITE D’ACTION 3 ee 
DE CERTAINS ENZYMES BACTERIENS ‘sa 

par Jacgurs MONOD. Be 

__ Au cours de recherches générales sur la croissance des cultures bac- * 


tériennes, j’ai montré que le taux de croissance des cultures en milieu ee 
synthétique varie suivant la nature du glucide employé comme source ge 
carbonée, et que ces différences devaient sans doute étre attribuées a Be: 
des différences d’activité des enzymes responsables de l’attaque de pee 
chaque substrat (1). Dans ces conditions on pouvait penser que, dans ; 
un milieu contenant non pas un, mais deux, substrats carbonés assi- \ 
milables, le taux de croissance serait plus élevé que dans les milieux 

ne ‘contenant que l’un d’entre eux ; autrement dit que les activités 

des deux enzymes spécifiques pourraient, au moins _partiellement, 

s’addilionner. D’expériences assez nombreuses (réalisées avec deux 

espéces bactériennes, B. subtilis et B. coli, et plusieurs couples de 
glucides) il est apparu cependant que cette additivité d’action ne se p” 
manifestait 4 aucun degré et en aucun cas. Ces faits étaient d’ailleurs % 
en harmonie avec des résultats déja anciens de Quastel et Wool- 3 
dridge (2). Ces auteurs avaient étudié la réduction du bleu de méthy- % 
léne en présence de toute une série de substrats carbonés, pris isolé- fe 


my) J. Monon, Recherches sur la croissance des cultures bactériennes, 
Act. scient. et ind., 1942, n° 911, Hermann, Paris. F 
QQ QuasreL et Wootpripce, Biochem. J., 1927, 24, 1225. 
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ment et par couples. L’examen de leurs résultats montre que Vadditivité 
hae d’action ne se manifeste que dans de tres rares cas (encore n’est-elle 
: i a ak que partielle), et en aucun cas dans la série des glucides. / 
sina) 8 ; Ces faits, on le voit, posaient la question de l’identité et de la spéci- 
5 ficité des enzymes bactériens, et paraissaient contraires a la notion 
-d’enzymes spécifiques et indépendants. A une telle interprétation, 
cependant, on pouvait opposer une objection importante : en effet, 
; dans les expériences de Quastel et Wooldridge, comme dans les 
Say miennes, les taux d’oxydation ou de croissance observés avec les diffé- 
. - rents glucides étaient relativement élevés, et ne variaient qu’assez peu 
oe de l’un A lautre..Il était donc permis d’imaginer que, si l’additivité 


* 


pe - »45 e Sans substrat 
a.Glucose 

A. Xylose 
+.Lactose 

© Lactose+Xylose 


+. 
0? par 


cm3 de culture 


é 
amm3 d' 
°o 


* Fic. 14. — Consommation d’oxygéne d'une suspension de B. coli en présence de 

differents glucides. La consommation d’oxygéne est arbitrairement ramenée & 

Es es ; i c.c. d'une suspension de densité optique 100 & l'appareil de Meunier. Les 

ir, © manométres contenaient en fait 2 c.c. de suspension de densité environ quatr 
+! fois supérieure. 


' d’action ne se manifestait pas, c’est que, de toutes facons, le systéme 
de réactions conduisant a l’oxydation des substrats ne pouvait fonc- 
tionner plus vite, la limite étant déja atteinte, ou presque, avec un 
seul substrat. ] 

+ Pour reprendre cette question dans des conditions telles que cette 
5 = objection ne puisse plus étre invoquée, j’ai cherché & utiliser le fait 
que l’activité de certains enzymes demeure tres faible tant que la 
souche bactérienne utilisée n’a pas été mise 4 méme de croitre pendan 
. un certain temps en présence des substrats correspondants (enzymes 
adaptatifs de -Karstrém), alors qu’avec d’autres corps l’activité es 
d’emblée considérable (enzymes constitutifs de Karstrém). Le prit 
cipe des expériences est le suivant : on mesure la consommation d’oxy- 
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“ géne d’une suspension bactérienne en présence de deux glucides cor- 
_respondants 4 des enzymes adaptatifs, et en présence de chacun d’entre 
px séparément. On détermine d’autre part l’activité de la méme 
d “Suspension en présence d’un glucide correspondant A un enzyme cons- 
pe tulit. L’oxydation étant beaucoup plus rapide dans ce dernier cas, 
on a ainsi la preuve que, dans les conditions des expériences, les 
mécanismes d’oxydation sont capables de fonctionner assez vite pour 
que l’additivité d’action des deux enzymes puisse se manifester. 
Techniques employées. — La consommation d’oxygéne a été mesurée 
dans des manométres de Barcroft -Warburg. Les suspensions de B. coli 
utilisées provenaient. de cultures de vingt-quatre heures en milieu 
synthétique additionné de 5 p. 100 de glycérine. Ces cultures étaient 
centrifugées, lavées et mises en suspension dans un tampon phosphaté 
a pH 6,5. La densité des suspensions était déterminée A l’aide d’un 
électrophotométre de Meunier. 

Résultats. — Diverses conditions doivent étra réalisées pour que 
Vexpérience soit démonstrative. Il est nécessaire tout d’abord qu’a la 
concentration utilisée la saturation de l’enzyme soit compléte, autre- 
‘Ment dit, qu’un accroissement de concentration ne provoque pas 
| d’accroissement d’activité. J’ai pu vérifier que la concentration de 
5 p. 1.000, employée dans les manométres, était plus que largement 
saturante. Il faut d’autre part que les taux d’oxydation des deux glu- 
cides « adaptatifs » employés soient comparables ; assez élevés pour 
étre bien mesurables, assez faibles pour rester trés inférieurs au taux 
d’oxydation du glucide « constitutif » pris comme témoin. En fait, 
Vexpérience a pu étre réalisée avec les couples lactose-xylose, lactose- - 
arabinose et xylose-lactose. Encore, dans le cas du lactose et du xylose, 
‘doit-on employer un artifice pour rendre l’expérience possible. L’acti- 
vité d’une suspension bactérienne non adaptée mise en présence de 
ces corps est si faible, qu’il est nécessaire de provoquer une légére 
-préadaptation. Celle-ci peut étre obtenue en mettant la suspension 
‘bactérienne en contact, avant la centrifugation, avec une solution 4 
‘1 p. 1.900 du glucide, pendant vingt minutes environ, 4 37°. Comme 
« test d’activité maximum », j’ai employé dans tous les cas du glucose. 

Ces diverses conditions bienit réalisées, les résultats sont trés clairs. 
La figure ci-contre en donne un exemple, dans le cas du couple lactose- 
xylose. On peut voir que l’activité de la suspension en présence de 
lactose + xylose n’est pas plus grande qu’en présence de lactose seul. 
Il n’y a pas d’additivité, méme partielle. On a figuré en pointillé le 
résultat qui aurait di étre obtenu, au cas ou l’additivité efit été 
compléte, et l’on peut constater que l’activité en présence de glucose 
est trés supérieure A celle qui efit été réalisée dans ce cas. On a donc 
la preuve que, dans les conditions de l’expérience, l’additivité d’action 
pouvait matériellement se manifester. Avec les deux autres couples de 

ucides étudiés, les résultats se sont montrés 4 peu prés identiques. 

De ces expériences on peut donc conclure que si, dans les mélanges 
de glucides, les enzymes en cause ne paraissent pas pouvoir agir indé- 
pendamment l’un de l’autre, si leurs activités ne sont pas additives, 
ce résultat ne saurait simplement étre imputé a l’inertie du systéme 
des réactions: d’oxydation. 


‘Faculté des Sciences de Paris.) 
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REMARQUES SUR LE PROBLEME DE LA SPECIFICITE — 
- DES ENZYMES BACTERIENS 


par Jacouss MONOD. 4 

Les faits qui viennent d’étre exposés ne pourraient qu’assez diffi- 
cilement s’harmoniser, cela est clair, avec la notion d’enzymes multi- 
ples, indépendants, étroitement spécifiques de chaque corps. Aw 
contraire, ils s’expliqueraient d’eux-mémes si l’on pouvait admettre 
que les substrats en question sont activés par un seul et méme enzyme, 
C’est dans ce sens, d’ailleurs, que Quastel et Wooldridge (loc. cit.) 
avaient interprété leurs résultats, les apportant A l’appui de leur thése, 
d’aprés laquelle les enzymes bactériens seraient représentés par des 
structures de surface, capables d’adsorber une série de substrats, et 
dont l’activité polyvalente serait liée 4 la présence d’un certain nombre 
de groupements moléculaires particuliers. Les expériences résumées_ 
dans la précédente note ne concernent qu’un petit nombre de glucides, 
il est vrai, mais on doit souligner que parmi eux figurent des corps 
profondément différents, tels que le lactose, formé de deux molécules 
d’hexoses, et le xylose, qui est un pentose. Dans ces conditions, il est 
infiniment probable que ce résultat pourrait étre généralisé 4 tous les 
glucides oxydables par B. coli. 

Ces faits, d’ailleurs, ne sont pas les seuls & indiquer une étroite 
dépendance entre les différents enzymes responsables de 1l’oxydation 
des glucides chez les Bactéries. Cette dépendance étroite est illustrée 
d’une maniére particuliérement frappante par ce que l’on sait du 
phénoméne de diauzie (Monod, loc. cit.). L’étude de ce phénoméne a 
démontré que certains glucides sont doués de la propriété d’inhiber 
le fonctionnement de toute une série d’énzymes correspondant a des 
corps voisins. Cette inhibition est entiérment réversible et s’évanouit 
peu de temps aprés la disparition du glucide inhibiteur. Il est évident 
qu’ici encore le plus simple serait d’admettre qu’un seul enzyme est 
responsable de ]’oxydation de toute la série des glucides attaquables 
par la souche, et que les glucides inhibiteurs sont ceux qui, possé- 
dant une affinité particulitrement forte pour cet enzyme, en éliminen 
les autres. La portée de ces faits est d’autant plus grande que le phé 
nomeéne de diauxie est tout a fait général, et se retrouve, dans des 
conditions analogues, chez des espéces bactériennes trés différentes. 

Reste 4 savoir si cette conception d’une « glucidodéhydrase » uniqu 
est admissible. Il est certain qu’elle se heurte A des difficultés nom- 
breuses. Je me contenterai de citer ici celle qui parait étre de beau- 
coup la plus grave. On sait, depuis les travaux de Karstrém (1), que 
certains enzymes sont adaptatifs, en ce sens qu’ils ne deviennent fonc- 
tionnels que lorsque la souche bactérienne utilisée a été mise 4 mém 
de croitre pendant un certain temps en présence des corps corres 
pondants. Or cette adaptation est rigoureusement spécifique. Les résul 


(1) H. Karsrrém, Erg. Enzym{forsch., 1930, 7. 
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ts de Karstrém le prouvent, et j’ai eu pour ma part l’occasion de 
le vérifier trés souvent. L’ adaptation au xylose, par exemple, ne pro- 
voque pas de modification des propriétés de la souche vis-a-vis de 
‘arabinose, et réciproquement ; il en est de méme pour tous les glu- 
des correspondant & des enzymes adaptatifs. Voild donc des faits par- 
itement bien établis et qui paraissent absolument inconciliables avec 
‘hypothése d’une glucidodéhydrase unique. 

Je voudrais montrer ici qu’il n’est pas impossible de concilier ces 
différents résultats, et que l’on peut imaginer un schéma qui rende 
compte a la fois de l’inhibition diauxique et de l’adaptation enzyma- 
tique spécifique. 


5 


Il faut pour cela supposer tout d’abord que les différents enzymes. 


spécifiques dérivent tous d’un précurseur commun. Ce précurseur 
serait lui-méme déja un enzyme, doué d’une « préaffinité » trés faible, 
et non spécifique, vis-a-vis d’une série de glucides. Reprenant en partie 
la conception de Quastel, on peut se représenter ce précurseur comme 
constitué par une surface capable de fixer par adsorption les molécules 
des corps en question. I] faut supposer en outre que, du fait méme 
de cette adsorplion, la structure ou l’orientation de certains groupe- 
ments moléculaires appartenant A cette surface pourraient se trouver 
modifiées, et dans un sens tel que l’activité spécifique vis-a-vis du 
corps adsorbé en serait exaltée. Inutile d’insister sur le fait que nous 
nous trouvons ici dans un domaine purement conjectural. J’ai sim- 
plement voulu indiquer comment, une fois admise l’hypothése d’un 
précurseur commun, on pouvait se représenter le mécanisme de cette 
exaltation de V’activité spécifique, qui caractérise l’adaptation enzy- 
matique. 

Mis en présence de deux ou plusieurs substrats, le précurseur 
yequerrait une activité polyvalente, sauf cependant dans le cas ou sa 
« préaffinité » vis-a-vis de l’un des substrats serait trés sensiblement 
plus élevée. Dans cette circonstance, le corps en question accaparerait 
enti¢rement le précurseur, interdisant ainsi son adaptation aux autres 
Or ps. Tel serait le mécanisme de l’inhibition qui est a l’origine du 
phénoméne de diauxie. On doit noter ici que, d’aprés ce que l’on sait 
Je i’adaptation enzymatique, les modifications structurales conduisant 
) la spécialisation du précurseur ne se produisent sans doute que 
Jans des bactéries en voie de prolifération normale, et a la faveur de 
a croissance. 

Comme on le voit, un tel schéma serait capable de rendre compte 
: la fois de l’adaptation enzymatique, du phénoméne de diauxie et 
le la non-additivité d’action des différentes déhydrases glucidiques. 
2 semble en particulier que la notion d’une « préaffinité » distincte 
. laffinité spécifique secondairement acquise puisse étre dans certains 
as fort utile, ainsi que je l’ai déja indiqué dans une précédente publi- 
ation - (2). Il semble enfin que, pour instant tout au moins, aucun 
t expérimental ne soit en désaccord avec une telle conception, et 
’on est en droit d’espérer qu ‘elle puisse se montrer utile comme 
rypothése de travail. 


: (Faculté des Sciences de Paris.) 


2) J. Monon, ces Annales, 1943. 
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APPLICATION EXPERIMENTALE 
ae _ DE L'HEMOAGGLUTINATION RAPIDE 
To, | DU VIBRION CHOLERIQUE 


rae par J. GALLUT et L.-C. BRUMPT. 


a 


Ryo La valeur de la recherche des agglutinines dans le choléra a été 
Soy diversement appréciée suivant les auteurs. Cependant, en 1916, 
ae Greig (1) admettait que l’agglutination, précoce et forte (1/100 4 1/500) 
hs dans les cas 4 issue heureuse, était négative dans les cas 4 issue fatale; 
Passe! il décelait par ailleurs chez les porteurs de germes un sérum forte-— 
ess ment agglutinant (1/500 & 1/1.000). Dans un travail plus récent, Pas- 
aye: richa, Chatterjee et Paul (2) ont étudié les agglutinines O et H. Ces 
bee) tie auteurs indiquent que les agglutinines O apparaissent surtout vers 
Se a le septitme jour de la maladie, tandis que les agglutinines H sont 
= ws , parfois plus précoces (quatritme jour), et ils concluent a l’importance 
7 des tests sérologiques pour le diagnostic rétrospectif du choléra. 

Les agglutinats O, seuls considérés comme spécifiques, se produisent 
habituellement A 52° en vingt-quatre heures, mais ces conditions ne 
sont pas indispensables puisque Welsh et Mickle (8) les ont mis en 
ast a.) évidence en quelques minutes a la température ordinaire dans un 
‘ey Sa sérodiagnostic sur lame. 
| Nous avons voulu essayer de produire ces agglutinations O au moyen 
ee du sang total et non plus du sérum, selon la technique d’hémo- 
ohare diagnostic que l’un de nous a décrite (4). L’hémodiagnostic est une 

Ls Ki méthode qui consiste A agglutiner par mélange de sang total des. 

ee 7 germes préalablement tués et colorés. La réaction lisible macrosc 
eg, piquement en moins de. quatre minutes se fait au lit du malade a 

-\ Se la température ordinaire. 

Xa La préparation des émulsions O se fait de la facon suivante : 
eS, culture de vingt-quatre heures sur gélose d’une souche standar 

: InabaS est émulsionnée dans du sérum. physiologique. L’émulsio 
by est versée dans un ballon contenant des billes de verre et addilionné 
* . & volume égal d’alcool absolu. Le ballon soigneusement bouché, plac 
ae i i la température ordinaire pendant quarante-huit heures, est agit 
deux ou-trois fois par jour. On centrifuge ensuite la suspension 
grande vitesse et on remet le culot en émulsion dans du citrate d 
>, soude 4 10 p. 100. L’opacité titrée au photométre de Vernes est réglé 

i. de sorte que la dilution au 1/20 donne une déviation de 100 divisions. 

“) On ajoute I goutte de bleu de méthyléne 4 1 p. 100 par centimétr 
pe cube. Une ou plusieurs filtrations sur coton sont parfois nécessair 
: 5 pour avoir une émulsion homogéne et stable qui se conserve trois 
quatre semaines 4 température ordinaire. 


‘ 


(1) E. D. W. Greic, Ind. J. Med. Res’, 1915, 2, 733. 
¢ (2), PAsricHA, CHATTERJEE et Paut, Ind. Med Gaz., 1939, 74, 330. 
; (3) H. Wexsn et F. L. Mickie, Am. J. pub, Health, 1936, 26, 248. 
: (4) L. C. Brumpr, La Presse Médicale, 19 juillet 1941, 765. 
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oe ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR 


Expérimentation. — Nous avons injecté 4 des lapins, tant6t par voie 
sous-cutanée, tantot par voie intraveineuse, soit les deux antigénes OH 
(vaccin anticholérique chauffé a 56°), soit exclusivement l’antigéne O 
(vibrions chauffés deux heures 4 100° d’une part et antigéne glucido- 
lipidique d’autre part). 

Chaque lapin a recu en 2 doses, A cing jours d’intervalle, des quan- 
tités d’antigéne qui, rapportées A l’unité de poids, étaient légérement 
supérieures aux doses vaccinales habituelles. : 

Aprés trois mois d’observation, ces animaux ont tous été éprouvés 
par l’injection intraveineuse de 3 doses mortelles de vibrions vivants. 

Nous avons comparé pour l’hémoagglutination les émulsions O avec 
des émulsions OH formolées selon notre technique habituelle (4). 

Le tableau ci-contre indique les variations de l’hémoagglutination de 
quelques animaux ayant recu les différents antigénes. 

Résultats. — 1° Les hémoagglutinations O et OH suivent une évolu- 
tion paralléle ; é 

2° Les hémoagglutinations O se produisent en quelques minutes ou 
parfois méme en quelques secondes 4 température ordinaire, aussi bien 
gue les agglutinations OH ; aoe ; 

3° Les hémoagglutinations O et OH- faites sur des témoins humains 
et animaux se sont constamment montrées négatives. 

Ces expériences nous ont permis d’autre part de noter la supériorité 
de l’immunisation par voie intraveineuse sur ]’immunisation par voie 
sous-cutanée. A ce point de vue, il faut remarquer la précocité, linten- — 
sité et la persistance des agglutinines aprés l’injection intraveineuse 
d’antigéne glucidolipidique. On ne saurait cependant préconiser pour ~ 
la vaccination humaine cette méthode vraisemblablement mal sup- — 


OO Re et ce mt te dl bees 


_portée ; l’injection sous-cutanée profonde pratiquée sur nous-mémes ~ 


de la quantité de glucidolipide pur normalement conlenue dans la 
dose vaccinante usuelle (2 mg.) ne nous a pas permis d’ailleurs | 
d’obtenir un test positif d’hémoagglutination O ni OH. 
Notons enfin l’intérét de l’hémoagglulination du point de vue expé- 
rimental au cours de recherches ‘sur les anticorps en général ; cette 
technique permet de suivre leur évolution méme chez de petits ani- 
maux puisqu’elle ne nécessite qu’une spoliation sanguine insignifiante. 
De plus, la pratique de l’hémodiagnostic sur papier gélatiné permet 
de conserver un témoin de chaque réaction. . 
Dans la maladie humaine, les possibilités de l’hémoagglutinatio 
seront en rapport avec celles du sérodiagnostic, toutefois méme si le 
sérodiagnostic du choléra donnait des résultats encore incertains il 
serait utile d’essayer l’hémoagglutination, car les discordances du séro- 
el de |’hémodiagnostic dans les affections typho- et paratyphiques et 
dans le typhus se sont parfois montrées en faveur du sang total. 


(Institut Pasteur, Laboratoire des Instituts Pasteur coloniauz.) 


Le Gérant : G. Masson. 
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ASSOCIATION DES MICROBIOLOGISTES 
DE LANGUE FRANCAISE 


(Institut Pasteur, 25, rue du Docteur-Roux, Paris, 15°.) 


EXTRAIT DES STATUTS : 


Article premier. — L’association dite Association des Microbiologistes 
de Langue Frangaise, fondée en 1937 & Paris, a pour but de grouper les 


Microbiologistes de langue frangaise et de créer entre eux un lien. Blle 
a son siége a Paris. 


Elle se compose de membres nationaux et de membres étrangers de 
toutes langues. 


La langue frangaise est la langue officielle des Congrés de l’Association. 
_ Art. 2. — Elle est instituée uniquement pour 1’étude et la discussion 
en commun de toutes les branches de la Science microbiologique. 

Art. 3, — Peut faire partie de 1’Association toute personne remplissant 

une fonction scientifique dans un laboratoire de Microbiologie (Microbio- 
logie, Pathologie infectieuse, Immunologie, Chimiothérapie, Cancérologie), 
ou ayant publié des travaux de Microbiologie. 
‘ Art. 9. — Les auteurs des communications et démonstrations devront 
étre membres de |’Association. Les étrangers 4 1’Association ne seront 
acceptés comme auteurs que s’ils ont pour co-signataires un membre de 
1’Association, ou s’ils ont été invités par le Bureau a faire, une communi- 
cation, ou si un membre de l’Association ayant assisté aux recherches 
tapportées se charge de discuter le travail en séance. 


Les membres francais de l’Association constituent ipso facto et de 
plein droit, la SECTION FRANCAISE de |’ASSOCIATION INTER- 
NATIONALE DE MICROBIOLOGIE. 


En dehors des Congrés, dont la périodicité et la date sont fixées 
par |’Assemblée Générale sur la proposition du Bureau, |’Associa- 
tion se réunit en séances consacrées 4 des communications scien- 
tifiques, le‘premier jeudi de chaque mois (aott et septembre exceplés), 
a 16 heures. Les séances ont lieu au Grand Amphithéatre de l'Institut 
Pasteur ; elles sont publiques. ans 

Les membres désirant présenter des communications sont priés 
_d’en aviser le Secrétaire général, et de lui en communiquer le ‘titre, 
‘pour permettre ]’établissement de l’ordre du jour de la réunion. 


Le texte des communications doit étre remis a la séance, établi 
ne varietur, en exemplaire dactylographié original. La bibliographie 
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des auteurs cités sera établie, conformément aux régles admises par 
l’Association Internationale de Microbiologie, dans |’ordre suivant : 
nom de l’auteur, titre du périodique (en abrégé et en italiques), 
année de publication, fome (en chilfres arabes gras), page. Les 
signes t., p., etc., sont supprimés. Les abréviations des noms de 
périodiques courants figurent sur une liste qui sera adressée aux 
auteurs sur leur demande. Les figures illustrant le texte doivent étre 
remises avec leurs clichés typographiques, sinon il pourra en résulter 
des délais de publication. La Rédaction se charge, le cas échéant, 
de faire faire tous les dessins, graphiques, tracés, et de faire clicher, Q 
aux frais des auteurs, tous les documents qui lui seront adressés a— 
temps, soit huit jours au moins avant la séance, pour parution dans 
le numéro suivant des Annales de l'Institut Pasteur. 
En raison des restrictions apportées aux publications par les 
circonstances actuelles, le texte de chaque communication ne pourra 
occuper. plus de deux pages de l’emplacement réservé dans les 
Annales de I’ Institut Pasteur, soit environ 1.200 mots. Les références - 
bibliographiques et les clichés, s’il y en a, seront compris dans cet 
espace. Toute communication dépassant ce maximum sera retournée 
a son auteur, ou devra avoir été préalablement acceptée par la 


Rédaction des Annales de l'Institut Pasteur, pour y paraitre en — 


Mémoire. 
Le Secrétaire général : P. Lépine. 


Séances du 10 juin et du 1” juillet 1943. 
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